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RESUMO

7

Mycoplasma hyopneumoniae € o0 agente etioldgico da pneumonia
enzodtica suina, uma enfermidade de distribuicAo mundial, responsavel por
consideraveis perdas econbmicas. Este microrganismo possui um genoma
reduzido com alto contetdo de A+T e auséncia de parede celular. Para investigar
a patogénese de M. hyopneumoniae € importante entender seus mecanismos
genéticos, porém, apesar do sequenciamento do genoma de varias linhagens (J,
7448, 7422, 232, 168 e 168-L), pouco se sabe sobre os mecanismos que regulam
e controlam a expressdo génica neste microrganismo. Em M. hyopneumoniae
7448 foi previamente demonstrada a presenca de sequéncias promotoras da
transcricdo no inicio de unidades transcricionais (UTs) e genes monocistrénicos
(mCs). No entanto, o mecanismo de término da transcricAo continua pouco
conhecido em micoplasmas, vindo a ser o objeto de estudo neste trabalho. Para
isto, foram utilizados trés programas computacionais, ARNold, TransTermHP e
WebGesTer, para predicdo de terminadores intrinsecos no genoma de M.
hyopneumoniae 7448. Para a confirmacdo, os terminadores preditos foram
classificados em classes de acordo com suas caracteristicas estruturais e
funcionais. Por meio das analises in silico, péde ser confirmada a presenca de
terminadores em 63% dos 33 mCs e em 64% das UTs. As caracteristicas padréo
determinadas para os terminadores intrinsecos de M. hyopneumoniae 7448
foram: localizacdo a uma distancia entre -11 a 200 pb do cédon de parada da
traducéo do gene alvo e possuir um valor de energia livre de Gibbs menor que -4
kcal/mol. J&4 a cauda poli-U nao foi encontrada em nenhum dos terminadores
confirmados. As andlises de RT-PCR e gRT-PCR, demonstraram que 0S
terminadores classes tc, tcz € tcs possuem atividade funcional em micoplasmas.
Estes resultados mostram que, apesar de divergirem do modelo de terminador de
outras bactérias, como Escherichia coli, os terminadores de micoplasmas
possuem atividade funcional. Assim, podemos sugerir que 0s terminadores
intrinsecos sejam a principal forma de terminacdo da transcricio em M.
hyopneumoniae 7448.
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ABSTRACT

Mycoplasma hyopneumoniae is the etiological agent of porcine enzootic
pneumonia, a disease with global wide distribution and responsible for
considerable economic losses.. This microorganism present a reduced genome
with high A+T content and no cell wall. In order to investigate the pathogenesis of
the M. hyopneumoniae it is important to understand its genetic mechanisms.
Although the genome sequences of several lineages (J, 7448, 7422, 232, 168 e
168-L) have been described, the mechanisms that regulate and control gene
expression in this organism are not fully understood. It has been previously
demonstrated that the sequences that promote the transcription in M.
hyopneumoniae 7448 are located at the 5’ end of the transcriptional units (UT) and
monocistronic genes (mC). However, the termination mechanism of the
transcription is still poorly understood in mycoplasmas such as M. hyopneumoniae
7448, justifying the chosen object of this study. In this work, three softwares were
used to predict the intrinsic terminators in the M. hyopneumoniae 7448 genome:
ARNold, TransTermHP, and WebGesTer. For confirmation, the predicted
terminators were classified according to its functional and structural
characteristics. Through in silico analysis it was possible to confirm the presence
of terminators in 63% of the 33 mCs, and in 64% of the UTs. The characteristic
patterns determined for the intrinsic terminators were localization between -11 and
200 bp distant from stop codon of the target gene and with a Gibbs free energy
value of less than -4 kcal/mol. However, the poly(U) tail was not found in any
confirmed terminator. The analysis by RT-PCR and gRT-PCR demonstrated that
the terminators of class t¢, tcz and tc4 are functionally active in M. hyopneumoniae.
The results show that although diverging from the terminator model of other
bacterial species, such as Escherichia coli, the terminators of mycoplasmas do
have functional activity. Therefore, it is possible to suggest that the intrinsic
terminators are the main form of transcription termination in M. hyopneumoniae
7448.
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1. INTRODUCAO
1.1 O género Mycoplasma spp.

Os microrganismos do género Mycoplasma estao entre 0s menores e
mais simples organismos auto-replicativos ja identificados. Pertencem a familia
Mycoplasmataceae, classe Mollicutes, do latim mollis (mole) e cutis (pele). As
bactérias deste género se diferenciam fenotipicamente dos demais procariotos
pela auséncia de parede celular e a existéncia de citoesqueleto (RAZIN &
HAYFLYK, 2010). A membrana celular de micoplasmas possui uma organizagao
trilaminar simples, sendo composta de proteinas, glicoproteinas, fosfolipidios e
colesterol, sendo este Ultimo, o responsavel pela rigidez e estabilidade osmatica
da membrana. Estes microrganismos possuem um crescimento fastidioso em
cultura, se multiplicando num periodo de 3 a 20 dias apds incubacdo, a uma
temperatura 6tima de 37 °C, pH em torno de 7,5, em atmosfera de 5 a 10% CO2 e
leve agitacdo (WALKER, 2003).

As primeiras espécies de micoplasmas foram descritas ha
aproximadamente 70 anos, tendo até o momento cerca de 124 espécies
identificadas e esse namero continua crescendo
(http://www.bacterio.net/mycoplasma.html). N&o existem micoplasmas de vida
livre, uma vez que dependem de fontes externas de precursores biossintéticos.
Estdo amplamente distribuidos no reino animal, parasitando mamiferos, aves,
répteis, anfibios e peixes (PITCHER & NICHOLAS, 2005). A grande maioria das
espécies € hospedeiro especifico e pode ser patogénico ou apenas fazer parte da
microbiota natural do hospedeiro, colonizando o trato respiratério e/ou urogenital
(RAZIN, 2006). Normalmente, estdo aderidos a superficie extracelular de células
e tecidos do hospedeiro, embora ja tenham sido descritos algumas espécies
ocupando o interior de células eucaribticas (LO et al., 1993; BASEMAN et al.,
1995). Em humanos, estdo relacionados a enfermidades como sindromes
respiratorias, pneumonia, cancer, doencas autoimunes e artrite (BASEMAN &
TULLY, 1997).

A auséncia de parede celular protegendo a membrana plasmatica faz

com que micoplasmas sejam classificados morfologicamente como bactérias
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gram-negativas (RAZIN, 2006). Esta caracteristica também explica algumas
propriedades de micoplasmas, como a sensibilidade ao choque osmotico e a
detergentes, resisténcia a penicilina e formacao de colbénias de diferentes formas,
podendo ser esférica, em forma de pera, em forma de espiral ou filamentosa.
Entretanto, filogeneticamente os micoplasmas estdo relacionados as bactérias
gram-positivas, compartilhando, deste modo, um ancestral em comum com 0s
géneros Streptococcus, Lactobacillus, Bacillus e Clostridium (WOLF et al., 2004).
Possivelmente, a evolucdo dos micoplasmas ocorreu através de eventos de
degeneracdo ou reducdo do genoma de bactérias gram-positivas portadoras de
baixo conteudo de guanina e citosina (G+C) (WOESE, 1987).

Em concordéncia com o0s processos evolutivos propostos para
micoplasmas, 0s genomas destes microrganismos sdo extremamente reduzidos,
variando de 580 kb (Mycoplasma genitalium) a 1.358 kb (Mycoplasma penetrans)
(FRASER et al., 1995; SASAKI et al.,, 2002) e apresentam baixo conteudo de
G+C, entre 23 e 40% (WOESE, 1987). A distribuicdo de conteddo G+C no
genoma ocorre de acordo com a organizagao génica. As regides intergénicas tém
um maior contetdo de adenina e timina (A+T) em relacéo as regides codificantes
(DYBVIG & VOELKER, 1996), sendo a frequéncia de G+C mais alta em genes
que codificam RNAs ribossdmicos e transportadores (FRASER et al., 1995).
Como resultado desta composicéo atipica de bases nitrogenadas dos genomas,
ha o favorecimento da utilizacdo de cdédons que contém adenina e timina.
Consequentemente, micoplasmas possuem pouquissimos cddons GGN, CCN,
GCN e CGN (BOVE, 1993). Outra particularidade que parece estar ligada a essa
questéo é o fato de que enquanto que no codigo genético universal o codon UGA
codifica um sinal de término da traducdo (OSAWA et al., 1992), em micoplasmas
este codon codifica o aminoacido triptofano (YAMAO et al., 1985), caracteristica

que é igualmente encontrada em genomas mitocondriais.

A economia de informacdo genética foi provavelmente a responsavel
pela perda, nos micoplasmas, de varias das vias enzimaticas caracteristicas da
maioria das bactérias. Como exemplos disso, podemos ressaltar a auséncia de
vias de novo na biossintese de purinas, de um ciclo do acido tricarboxilico

completo e de um sistema de cadeia transportadora de elétrons mediada por
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citocromo (MANOLUKAS et al., 1988; FINCH & MITCHELL, 1992; POLLACK,
1992; FRASER et al., 1995). Além disto, apenas o0s sistemas regulatérios
considerados indispensaveis para a sobrevivéncia foram mantidos durante a
evolucdo redutiva (HALBEDEL & SULKE, 2007). Isso estaria relacionado ao fato
da maioria dos micoplasmas serem parasitas hospedeiro e tecido especificos
(RAZIN et al., 1998; ROTTEM & YOGEYV, 2000).

As caracteristicas peculiares de micoplasmas, como 0 genoma
reduzido, fazem destes organismos um modelo ideal para a determinacdo do
conjunto de genes necessarios para a determinacdo de uma célula minima. Isto,
junto a sua importancia econémica, uma vez que muitas espécies sdo patdégenos
de animais afetando economicamente processos produtivos, fez com que muitas

espécies tivessem seu genoma sequenciado.

1.2 Mycoplasma hyopneumoniae

Mycoplasma hyopneumoniae é o agente etiolégico da pneumonia
enzootica suina (PES) que se caracteriza pela alta morbidade e baixa mortalidade
(SOBESTIANSKY et al., 1999). Esta bactéria coloniza o trato respiratério do
animal causando dano ao epitélio ciliar das vias aéreas inferiores através da
adesdo a este tecido (DEBEY et al., 1992). Essa aderéncia € essencial para que
ocorra a multiplicacdo do organismo (ZIELINSKI et al., 1990). O estabelecimento
da infeccéo resulta em ciliostase, perda dos cilios, morte das células epiteliais e
inflamagdo aguda na traqueia, brénquios e bronquiolos. Consequentemente,
ocorre uma redugcdo na eficiéncia do sistema mucociliar e diminuicdo da
resisténcia imunolégica, predispondo o0s animais a infeccbes secundarias
(CIPRIAN et al., 1988; DJORDJEVIC et al., 2004). Em adic&do ao impacto fisico no
trato respiratério, M. hyopneumoniae também altera a resposta imune do
hospedeiro, sendo capaz de mimetizar varias superficies antigénicas e se utilizar

dessa variacao para evadir o sistema imune (THACKER, 2004).

A PES é uma das principais doencas respiratérias em suinos e ocorre
em ambito mundial, estando presente em quase todos os rebanhos suinos

(MINION et al., 2004). Esta enfermidade € a maior causa de perdas econdmicas
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na producdo suinicola intensiva por determinar significativos gastos com
medicamentos, atraso no ganho de peso, condenacao de 6rgéos e carcaca e, por
fim, menor valor de venda da carne (THACKER, 2006). Devido a isto, h4d um

grande empenho da comunidade cientifica em estudar M. hyopneumoniae.

O isolamento de M. hyopneumoniae apresenta varias dificuldades
devido a sua natureza fastidiosa, o mecanismo de multiplicacdo lento e a
presenca de outros micoplasmas no trato respiratério suino, entre eles
Mycoplasma hyorhinis e Micoplasma flocculare (MAES et al., 2008). M.
hyopneumoniae se multiplica em meio solido somente na presenca de 5 a 10% de
CO,. O meio Friis, desenvolvido para isolamento de M. hyopneumoniae e M.
hyorhinis, € um meio rico e possui soro suino livre de anticorpos e o indicador de
pH vermelho de fenol (FRIIS, 1975). A multiplicagdo bacteriana acidifica o0 meio
permitindo a identificacdo de crescimento pela mudanca de coloracdo do meio, de

vermelho para amarelo, indicando a oxidacao da glicose.

Devido a importancia econémica, M. hyopneumoniae vem sendo alvo
de estudos moleculares e funcionais. Prova disso é que até o momento seis
cepas de M. hyopneumoniae (J, 7448, 7422, 232, 168 e 168-L) ja tiveram seus
genomas completamente sequenciados (MINION et al., 2004; VASCONCELOS et
al., 2005; LIU et al.,, 2011; LIU et al.,, 2013; SIQUEIRA et al., 2013). Uma
caracteristica comum entre estes genomas € um conteado G+C de
aproximadamente 28% e a presenca de regides codificantes ocupando a maior
parte do genoma, aproximadamente 80%. A disponibilidade dos genomas
sequenciados tem propiciado um melhor entendimento relacionado com a biologia
de M. hyopneumoniae, auxiliando estudos referentes ao seu metabolismo e sua

patogenicidade.

1.3. Transcricdo em micoplasmas

A transcricdo € o processo em que a informacao contida na sequéncia
de DNA de um gene é sintetizada em RNA, dando origem a todas as moléculas
de RNA necessarias ao funcionamento celular, tais como os RNAs mensageiros,
estruturais e regulatérios. A transcricdo é o primeiro estadgio do controle da
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expressdo génica, determinando a maquinaria molecular necessaria para a
diferenciagao celular, morfogénese e adaptacdo de qualquer organismo (GHOSH
et al., 2010), e, portanto, o nivel mais efetivo em que a expressdo de um gene

pode ser regulada.

O processo de sintese de RNA em procariotos, tendo Escherichia coli
como modelo, consiste basicamente em trés estgios: iniciacdo, alongamento e
término. Durante a iniciagdo, a RNA polimerase holoenzima (associada a
subunidade ¢’ liga-se a regides conservadas no DNA (promotores) para formar
um complexo fechado. Esta ligacdo provoca alteracdes conformacionais na
molécula de DNA, resultando na separacdo das fitas e formacdo do complexo
aberto. A RNA polimerase (RNAP) pode iniciar o alongamento do transcrito,
seguindo até que sejam encontradas sequéncias que indicam o término da

transcricao.

O interesse em estudar micoplasma fez com que muitas espécies
tivessem seu genoma sequenciado. Até o momento, 67 cepas de 28 diferentes
espécies deste género ja tiveram seus genomas sequenciados (KEGG, 2014). A
espécie com mais genomas disponiveis (12 cepas sequenciadas) € Mycoplasma
gallisepticum, agente causador da doencga respiratoria cronica (DRC) em frangos.
Os dados obtidos com o sequenciamento destas espécies permitiram constatar
que a regulacao da transcricdo em micoplasmas diverge do modelo de transcri¢cao
em procariotos. Em genomas bacterianos, o numero de genes anotados,
envolvidos com a transcricdo, varia entre as espécies analisadas. Em
micoplasmas, o total de genes envolvidos na transcricdo varia entre 11 a 23, 0
que representa 2 a 3% do total de sequéncias de DNA codificantes (SASAKI et
al., 2002; MINION et al., 2004; VASCONCELOS et al.,, 2005). Este indice é
considerado baixo quando comparado a outras espécies bacterianas, como E. coli
(8,1%) e Bacillus subtilis (9%) (MADEIRA & GABRIEL, 2007). Entretanto, existe
um grande numero de genes sem fungdo conhecida presentes no genoma de

micoplasmas e que podem estar envolvidos na transcricao.

Assim como outras bactérias, micoplasmas possuem apenas uma RNA
polimerase. Esta RNA polimerase é semelhante a de eubactérias, sendo

codificada pelos genes conservados rpoA (subunidade a), rpoB (subunidade ()
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rpoC (subunidade B’). Na maioria das espécies bacterianas sdo encontradas
diversas subunidades sigma, responsaveis pelo reconhecimento de diferentes
tipos de sequéncias promotoras, permitindo assim, a expressao diferencial de
genes dependendo das condi¢cdes nutricionais e ambientais (MADEIRA &
GABRIEL, 2007). Entretanto, a analise dos genomas de micoplasmas demonstra
a presenca de uma Unica sequéncia codificadora para a subunidade sigma
(VASCONCELOS et al., 2005).

7

O inicio da transcricdo € determinado pelo reconhecimento de
sequéncias promotoras localizadas a montante do ponto de inicio de transcricao
pela RNA polimerase holoenzima. Nas bactérias, quatro diferentes elementos
promotores foram identificados, sendo que os dois principais sdo 0s hexameros
localizados a -10 e -35, podendo ocorrer também os elementos promotores -10
estendido e o elemento UP. Em micoplasmas a identificacdo de regides
promotoras é dificultada devido ao seu genoma A-T rico, 0 que torna a definicdo
in silico das sequéncias promotoras mais dificil, uma vez que os algoritmos de
predicdo utilizados se baseiam predominantemente em dados disponiveis para E.
coli. Os promotores génicos de 22 genes de Mycoplasma pneumoniae,
demonstrados experimentalmente por (Weiner lll et al., 2000), possuem consenso
na regiao -10, enquanto na regiéo -35 né&o foi identificado consenso, ou entdo um
consenso muito fraco. Estes dados foram confirmados por Halbedel et al. (2007)
utilizando fragmentos de DNA contendo as provaveis regides promotoras -10 e -
35 ligados ao gene reporter lacZ em M. pneumoniae. Muta¢gBes pontuais na
regido -10 alteravam a expressado do gene lacZ, enquanto que mutacbes na
regiao -35 ndo possuiam a mesma relevancia. Dessa forma, parece que a regiao -
35 pode ndo ser um pré-requisito para a acdo da RNA polimerase em

micoplasmas.

Considerando a distribuicdo génica no genoma, micoplasmas possuem
0s genes predominantemente organizados em unidades de transcricdo formadas
por varios genes. Em M. pneumoniae 0s genes estdo organizados em longos
agrupamentos génicos, formados por genes com diferentes funcdes, intercalados
por sequéncias intergénicas curtas ou inexistentes, sugerindo que estes genes

sao co-transcritos em mRNAs policistronicos (HALBEDEL et al., 2007). Porém, a
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analise do transcritoma de M. pneumoniae mostrou que nem todos os genes de
uma unidade de transcricdo sdo expressos coordenadamente, mostrando que
genes em posi¢des internas podem ser reprimidos ou ativados em resposta a
mudancas ambientais (GUELL et al., 2009). Isto demonstra que as unidades de
transcricdo (operons) podem ser subdivididas em unidades de transcricao
menores (suboperons) implicando em alta taxa de transcritos alternativos. Esta
modulacdo dos genes internos mostra que possivelmente ocorram sitios internos

de inicio e término da transcri¢ao.

Micoplasmas também n&o possuem varios mecanismos regulatorios
presentes nas outras bactérias, tais como: sistemas de dois componentes (two-
component system) e fator de terminacdo de transcricdo Rho (FRASER et al.,
1995). Consequentemente, 0s sinais que promovem e regulam a transcricdo nos
micoplasmas provavelmente diferem significativamente de outras bactérias
(WEINER 11l et al., 2000).

pY

Devido a disponibilidade de diversos genomas de micoplasmas
anotados, a analise da expressdo em nivel transcricional tem sido uma ferramenta
muito empregada na busca do entendimento da regulacdo da transcricao.
Estudos importantes mostraram que tanto estresse ambiental quanto metabdlico
pode garantir respostas transcricionais especificas em micoplasmas. A caréncia
de ferro em M. hyopneumoniae resultou em um aumento na transcricdo de nove
genes e reducao na transcricdo de 18 outros (MADSEN et al., 2006a). A analise
transcricional global de M. hyopneumoniae também foi realizada em condicdes de
infeccdo, permitindo a identificagdo de 79 genes com alteracdo no padréo
transcricional, sendo que 33 deles apresentaram aumento nos niveis de
transcricdo (MADSEN et al., 2008). Quando submetido a choque térmico, M.
hyopneumoniae responde com o aumento na transcricdo de 50 genes, enquanto
outros 41 tém este nivel reduzido (MADSEN et al., 2006b).

Portanto, apesar do processo de evolucdo redutiva, ao qual os
micoplasmas provavelmente foram submetidos e que levou a perda de varios
mecanismos regulatorios, estas bactérias possuem a capacidade de modular a
expressdo génica em resposta a variagbes ambientais. Gulel et al. (2009)

identificaram por meio da analise do transcritoma de M. pneumoniae a presenca
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de 117 transcritos que ndo haviam sido identificados em estudos anteriores.
Destes, 89 possuem uma configuracdo antisenso em relagdo a genes ja
determinados, sugerindo que eles tenham um papel na regulacdo da expressao
génica por um mecanismo de RNA de interferéncia. Analises de redes
metabodlicas demonstraram que comparado com genomas bacterianos maiores,
M. pneumoniae possui uma proporgdo maior de enzimas com atividades
multifuncional e um namero menor de vias de sinalizacdo em paralelo, sugerindo
um metabolismo simplificado (YUS et al., 2009). Em relacdo a analise proteémica,
Kihner et al. (2009) utilizando purificacdo de proteinas por afinidade combinado
com a espectrometria de massas demonstraram que uma grande porcao de
proteinas de M. pneumoniae forma um complexo proteico com multiplas funcgdes,

0 que ndo tem como ser predito por andlises de expressao génica.

Estas descobertas sugerem a presenca de uma maquinaria
transcricional altamente estruturada e multifacetada, com uma complexidade
similar aquela encontrada em eucariotos, que nao era esperada em micoplasmas
devido ao pequeno genoma e poucos fatores transcricionais (OCHMAN &
RAGHAVAN, 2009). Entretanto, apesar de todos estes avancos permanece 0

guestionamento sobre como ocorrem estes processos em micoplasmas.

1.3.1 Transcricdo em M. hyopneumoniae 7448

Assim como as outras bactérias pertencentes a este género, M.
hyopneumoniae possui poucos genes relacionados com a transcricdo. Pela
classificagdo do COG (do inglés Cluster of Ortholog Groups) apenas 20 genes
estdo implicados neste processo na linhagem 7448 de M. hyopneumoniae,
correspondendo a 3% do total de sequéncias codificantes (NCBI, 2013). No
entanto, apesar do mecanismo de expressao génica em micoplasma ainda nao
ser bem caracterizado, trabalhos recentes trouxeram novas informacdes

relacionadas a regulagcédo génica em M. hyopneumoniae 7448.

No trabalho de Reolon (2010) foi realizada uma busca de proteinas que
apresentam ligacdo ao DNA de M. hyopneumoniae 7448 através de analises

experimentais e in silico. Por espectrometria de massas foram identificadas 32
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proteinas que possivelmente apresentam capacidade de ligagdo ao DNA. Entre
as proteinas identificadas estdo algumas que ja estédo descritas como reguladores
transcricionais, como MHP7448 0010 (HrcA — repressor transcricional induzido
por temperatura), MHP7448 0279 (regulador transcricional), MHP7448 0168
(rpoA — RNA polimerase subunidade a) e MHP7448 0637 (NusG — proteina anti-
terminacgédo transcricional). A utilizacdo de programas de bioinformética permitiu a
identificacdo de 59 proteinas que podem se ligar ao DNA, dentre as quais 16 sao
proteinas hipotéticas, ainda sem funcao conhecida, e que poderiam desempenhar

funcdes de regulacéao.

Por meio da técnica 5’RLM-RACE Weber et al. (2012) determinaram a
presenca de sequéncias promotoras no sitio de inicio da transcricdo de 23 genes
de M. hyopneumoniae 7448. A analise da regidao 5’ destas sequéncias permitiu
identificar motivos de seis nucleotideos com os padroes TATAAT ou TAAAAT na
distancia de 5-8 nucleotideos do sitio de inicio da transcricdo em 21 dos 23 genes
estudados. Dessa forma, foi determinada a sequéncia consenso TATAAT, que é
idéntica a sequéncia candnica do elemento promotor -10 do fator o’°. Também foi
observada conservacédo consideravel de bases com o elemento -10 estendido de
bactérias gram-positivas e sequéncias A-T ricas a montante do elemento -10, que
possivelmente estariam relacionadas ao elemento promotor UP. No entanto,

nenhum padrdo conservado relacionado ao elemento -35 foi identificado.

Quanto a organizacdo génica de M. hyopneumoniae, foi demonstrado
gue os genes desta bactéria estdo organizados preferencialmente em unidades
transcricionais (UT) (SIQUEIRA et al., 2011). Na linhagem 7448 de M.
hyopneumoniae foram detectadas 116 UTs contendo entre duas e 29 ORFs e 33
MRNAs monocistronicos (mC), este ultimo compreendendo apenas 5% das
ORFs. Estes dados sugerem que independentemente do tamanho da regido
intergénica, genes adjacentes localizados na mesma fita de DNA (ou seja, com a
mesma orientagdo) e sem genes na fita oposta, seriam transcritos em uma unica
molécula de RNA. Estes dados foram confirmados experimentalmente para 21
UTs, mostrando que 0s genes sdo expressos conjuntamente. Entretanto, também
se constatou que algumas ORFs dentro da UTs podem ser expressas

independentemente, ndo sendo necessario a expressdo de toda a unidade
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transcricional. Isto pode ser explicado pela presenca de promotores internos em
frente a varias ORFs dentro das unidades de transcricdo (WEBER et al., 2012).
Esta caracteristica também ocorre em M. pneumoniae onde foi demonstrada a

presenca de suboperons dentro de um operon maior (GUELL et al., 2009).

1.4. Terminadores datranscricdo em bactérias

A etapa de término da transcricdo € essencial para a expressao correta
de genes bacterianos e em muitos casos para a regulacado da expressao génica.
A terminacdo da transcricdo € controlada por muitos fatores em procariotos. A
sequéncia de DNA molde, a estrutura do transcrito e a acdo de proteinas
acessorias possuem um papel determinante na eficiéncia deste processo
(NUDLER & GOTTESMAN, 2002). Os sinais de término da transcri¢cdo induzem a
dissociacdo do transcrito nascente e da RNA polimerase causando o fim da
transcricdo. Dois tipos de terminadores transcricionais bacterianos sao

conhecidos: terminador fator-independente e terminador fator-dependente.

Os terminadores fator-dependentes ndo dependem unicamente da
sequéncia do DNA para terminar a transcricdo. Eles requerem a presenca de uma
RNA helicase, o fator acessorio Rho, sendo por isso também conhecido como
terminador Rho-dependente. A terminagdo mediada por Rho pode ser dividida em
trés etapas: (1) ligacdo ao RNA e ativacdo da atividade translocase; (2)
translocacdo do RNA através de Rho; e (3) pausa do complexo de alongamento
no sitio de terminag&o. Na primeira etapa, Rho se liga a uma regido do RNA rica
em citosinas, sitio rut (do inglés Rho utilization sites), e ativa sua atividade de
translocacdo (RICHARDSON, 2003). Na segunda etapa o RNA é translocado no
sentido 5—3’ através da cavidade central da Rho por meio da hidrolise de ATP
(CIAMPI, 2006). Na ultima etapa, Rho causa a liberagdo do RNA em sitios de
parada da RNAP através da interrupcado do complexo de alongamento (MORGAN
et al., 1984). Entretanto, nem todos os sitios de parada da RNAP funcionam como
sitios de término da transcricdo (YUZENKOVA et al., 2008). Alguns sitios de
pausa, como o his, causam a inibicdo da terminacéo por Rho (KLEIN et al., 2011).
A complexidade demonstrada por este sistema torna complicada a predicdo de
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sitios de terminacdo Rho-dependentes baseados somente na sequéncia de

nucleotideos.

Os terminadores fator-independente, ou também chamados
terminadores intrinsecos, resultam na dissociacdo do complexo de alongamento
da transcricado causada somente por interacbes do DNA e RNA com a RNAP sem
a necessidade de reguladores transcricionais auxiliares. Entretanto, proteinas
acessorias, como NusA, podem aumentar a eficiéncia do processo de terminacao
(SCHMIDT & CHAMBERLIN, 1987). Os terminadores intrinsecos possuem um
modelo candnico definido em E. coli, sendo caracterizados por uma sequéncia de
DNA com elemento palindrdmico rico em guanina e citosina seguido por uma
cauda de timinas (CARAFA et al.,, 1990). No RNA esta sequéncia forma um
grampo estavel seguido por 7-9 residuos de uridina (cauda poli-U). O término da
transcricdo em resposta a terminadores intrinsecos ocorre em quatro etapas: (1)
inicialmente ocorre uma pausa da transcricdo induzida pela cauda poli-U, esta
parada interrompe a adicdo de nucleotideos ao RNA permitindo que uma
estrutura secundaria em forma de grampo do terminador seja formada; (2) a
estrutura do grampo é formada através da ligacdo das bases complementares do
RNA. A velocidade deste processo vai depender das caracteristicas da sequéncia
(complementariedade de bases e tamanho do al¢a); (3) o grampo formado causa
a desestabilizacdo do complexo de alongamento da transcricao; (4) e, finalmente,
a cauda poli-U promove a liberacdo do RNA nascente devido ao hibrido fraco que
forma com o DNA (PETERS et al., 2011).

O tipo e a frequéncia de cada tipo de terminador varia entre as
espécies. Em E. coli terminadores Rho-dependentes causam o final da
transcricdio em aproximadamente 20% dos RNAs, incluindo RNAs nao-
codificantes que estariam regulando a transcricdao (PETERS et al., 2009). Em B.
subtilis ocorre a presenca da proteina Rho, mas ela ndo é essencial para esta
bactéria, sugerindo que outros tipos de terminacdo possam substituir este
mecanismo (CIAMPI, 2006). Entretanto, muitas bactérias ndo possuem um
homélogo do gene rho, sugerindo que o término da transcricdo deve ocorrer por

terminadores intrinsecos. Entre estes organismos estdo todas as espécies de
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Mollicutes e algumas de Lactobacilli, Cyanobacteria e Streptococcus (MITRA et
al., 2009).

Os terminadores intrinsecos parecem ser um mecanismo de
terminacdo da transcricdo presente em todas as espécies bacterianas (MITRA et
al., 2011). Este mecanismo foi bem caracterizado em E. coli, onde esta presente
em aproximadamente 80% dos RNAs (PETERS et al., 2009). Os terminadores de
E. coli s&o utilizados como o modelo canbnico de um terminador intrinseco.
Porém, hoje se sabe que este modelo de terminador ndo € universal entre 0s
procariotos. Terminadores intrinsecos podem possuir divergéncias consideraveis
entre suas estruturas, posicionamento e prevaléncia entre procariotos.
Terminadores atipicos, sem a presenca de cauda poli-U, mantém a eficiéncia do
processo de terminacdo (UNNIRAMAN et al., 2001; INGHAM et al., 1995) e se
mostraram predominantes no genoma de 13 diferentes espécies de
Mycobacterium (MITRA et al., 2008). Por meio da andlise de 378 genomas de
diferentes espécies, Mitra et al. (2009) demonstraram que diferentes filos
bacterianos apresentam preferéncia por tipos diferentes de terminadores
intrinsecos. Esta propensdo parece estar correlacionada com caracteristicas
como o conteudo de G+C no genoma e a presenca do fator Rho. Dessa forma, a
histéria evolutiva de cada espécie seria a responsavel por determinar o tipo de

terminador que ela possui.

1.4.1. Terminadores da transcricdo em micoplasmas

Os processos envolvidos na terminacdo da transcricdo em
micoplasmas ainda ndo estdo completamente estabelecidos. A terminacdo Rho-
dependente parece ndo ocorrer em micoplasmas devido a auséncia do gene rho
(MITRA et al., 2009) e o papel de terminadores intrinsecos em micoplasmas é
controversa na literatura. Inicialmente se acreditava que este tipo de terminacao
nao ocorria em micoplasmas, entretanto trabalhos mais recentes demonstraram a

ocorréncia de terminadores intrinsecos nestes microrganismos.

Os primeiros estudos para predicao in silico de terminadores, baseados

no célculo de energia livre em torno dos coédons de terminacdo, sugeriam que
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micoplasmas ndo possuem terminadores intrinsecos. Washio et al. (1998),
sugeriam que n&o ocorre a formagdo de estruturas de terminadores Rho-
independente (intrinsecos) em Mycoplasma genitalium e M. pneumoniae por meio
da analise do valor de energia livre de estruturas terciarias de mRNA localizadas
préximo ao cédon de terminacdo da traducdo de CDSs. Uma caracteristica
peculiar de micoplasmas, o genoma rico em A-T, faz com que esta metodologia
ndo seja ideal para a predicdo de terminadores nestes organismos ja que as
estruturas secundérias formadas no RNA irdo possuir altos valores de energia

livre devido a ligacdo mais fraca entre uridinas e adeninas.

Com o desenvolvimento de novas ferramentas de bioinformatica foi
possivel detectar a presenca de terminadores intrinsecos em genomas com baixo
contetdo de G-C. Aplicando célculos de estruturas secundarias, Hoon et al.
(2005), propuseram que a terminacdo Rho-independente representa a principal
forma de terminacdo da transcricdo em Mollicutes, mostrando a presenca de
terminadores intrinsecos em M. genitalium e M. pneumoniae, apesar dos grampos
formados possuirem valores de energia livre de Gibbs maiores que terminadores
determinados em espécies modelo, como E. coli. A presenca de terminadores
intrinsecos também foi demonstrada por meio do programa TransTermHP, que
prediz terminadores por meio da estrutura secundaria e da presenca de uma
cauda poli-U, em 20% dos genes de M. genitalium e 24% dos genes de M.
pneumoniae (KINGSFORD et al.,, 2007). O programa WebGesTer permitiu
detectar terminadores candnicos e nado-candnicos (sem cauda de poli-U)
identificando possiveis terminadores em varias espécies de micoplasmas,

incluindo M. hyopneumoniae (MITRA et al., 2011).

Estudos pontuais em alguns genes de micoplasmas também
demonstraram a presenca de terminadores intrinsecos. A presenca de provaveis
terminadores intrinsecos ao final dos operons P1 e MgPa, proteinas de superficie
relacionadas a viruléncia, foi demonstrada em M. genitalium e M. pneumoniae
respectivamente (INAMINE et al.,, 1988; INAMINE et al., 1989). Em M.
hyopneumoniae foi determinado um possivel terminador ao final do operon rRNA
16S-23S (TASCHKE & HERRMANN, 1986). A presenca de uma sequéncia

caracteristica de terminadores foi identificada ao final do operon P65 de M.
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pneumoniae e sugere que 0s genes deste operon sejam transcritos em uma unica
unidade transcricional (KRAUSE et al., 1997). Halbedel et al. (2007) mostraram a
ocorréncia de um terminador putativo ao final do gene Idh de M. pneumoniae.

Também ja foi demonstrado pontualmente o papel funcional de
terminadores intrinsecos em micoplasmas. Waldo Il et al. (1999) analisando a
transcricdo do gene hmw, de M. pneumoniae, confirmaram, pela técnica de RT-
PCR, a funcdo dos grampos de terminacao preditos que flanqueiam a unidade de
transcricdo do gene hmw. Em M. genitalium, através de qRT-PCR, Benders et al.
(2005) demonstraram o término da transcricéo ao final do operon ftsZ por meio de
um terminador intrinseco. Em M. agalactiae foi determinada a presenca de
terminador funcional para o gene vmpaU dentro do loci vmpa, relacionado a
expressao de lipoproteinas de superficie (CHOPRA-DEWASTHALY et al., 2008).

Estas evidéncias sugerem que 0s terminadores intrinsecos sejam a
principal forma de terminacdo em micoplasmas. Entretanto, o mecanismo de
funcionamento do final da transcricdo rho-independente em micoplasma ainda
ndo esta esclarecido. Gardner & Minion (2010) demonstraram a ocorréncia de
transcritos na regido intergénica entre algumas CDSs de M. hyopneumoniae. Isto
sugere que o final abrupto da transcricdo poder ocorrer em micoplasmas, mas o
que parece ocorrer com mais frequéncia € o desligamento gradual da maquinaria

de transcrigéo.

Devido as peculiaridades nos genomas de micoplasmas, estudos de
predicdo de terminadores sdo particularmente dificeis de serem realizados.
Entretanto, novos programas computacionais e bancos de dados disponiveis
tornaram plausivel a busca por terminadores em genomas ricos em A-T. Até o
momento, ndo existe um claro entendimento de como ocorre a regulacdo da
expressdo génica em Mycoplasma sp., bem como, de que maneira a transcricao
génica tem fim nestas bactérias. Portanto, a definicdo e comprovacéo funcional de
terminadores pode ajudar a compreender o mecanismo de regulacido génica em

micoplasmas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo determinar a presenca de

terminadores intrinsecos da transcricdo em M. hyopneumoniae.

2.2  Objetivos Especificos

Realizar a predigdo in silico de sequéncias de terminacado intrinsecas

no genoma de M. hyopneumoniae 7448.

Comprovar a funcionalidade dos terminadores preditos no término da

transcricao.

Avaliar a importancia de terminadores intrinsecos em M.

hyopneumoniae.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Identificacdo de terminadores da transcricdo em M. hyopneumoniae

Para a identificacdo de terminadores da transcricdo no genoma de M.
hyopneumoniae 7448, foi utilizada, como base de dados, a anotacdo depositada
no GenBank (NC_007332).

O delineamento metodolégico utilizado para a busca de terminadores
foi baseado em andlises realizadas tanto in silico como experimentais. Para a
validacdo de uma estrutura considerada como terminador foram realizadas
diferentes etapas de selecdo exemplificadas na Figura 3.1. As andlises in silico
serviram para identificar e classificar os terminadores em diferentes classes,
denominadas de tci, tc2, tcz € tcs, de acordo com critérios estabelecidos durante
este trabalho. A etapa experimental foi utilizada para realizar a comprovacao de

atividade funcional dos terminadores preditos.

Predicdo Localizagéo Analise Refinamento Confirmagao
terminadores dados experimental
+Os *Selecionados *Terminadores +Selecionados *Avaliacdo

terminadores somente preditos por terminadores de experimental
foram preditos terminadores dois acordoicomias dos
pelos localizadas na programas cagagiﬁ”s.t‘fas terminadores
programas regiao 3’ ao foram S S por uma das
ARnold, final de CDSs. selecionados. ferminadores técnicas
Trasnterm HP Terminadores Terminadores classet,, «RT-PCR
e WebGesTer classet,, classet,, Terminadores

«qRT-PCR

classet;;
~— ~ ~— ~ ~

Figura 3.1: Identificacdo de terminadores da transcri¢cdo. Esquema ilustrando o
delineamento metodolégico utilizado para a validacao dos terminadores.

3.2. Analisein silico
3.2.1. Predicao de terminadores

Para a predicdo in silico de terminadores no genoma de M.
hyopneumoniae 7448 foram utilizados os programas TransTermHP (KINGSFORD
et al., 2007), WebGesTer (MITRA et al., 2011) e ARNold (NAVILLE et al., 2011).
Os terminadores preditos foram denominados de acordo com o0 programa
responsavel pela sua predicdo, por meio da utilizacdo da letra inicial do programa

e um numero de identificacdo, por exemplo, t 001 para o primeiro terminador do
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programa TransTermHP. Os terminadores wf correspondem aos terminadores

considerados “fracos” pela predicdo pelo programa WebGesTer.

3.2.2. Classificacao dos terminadores

Os terminadores preditos foram analisados e classificados por meio
das informagbes como 0 posicionamento no genoma, contexto génico em que
ocorrem, valor de energia livre de Gibbs do grampo formado e sequéncia de

nucleotideos (Figura 3.2).

Terminadores
preditos

l 3 ao final CDSs

| Terminadores t 4 |

“ N

Terminadores Terminadores Terminadores
em mCs em UTs internos
\ )

1
Preditos por dois
programas diferentes 0° | Terminadores t ; |

N
v o®

Terminadorest,, | —» pPadrao

Umers -
Critérs | Terminadores t., |

Figura 3.2. Etapas de classificagdo dos terminadores. Esquema ilustrando os critérios
utilizados para classificacdo de cada uma das classes de terminadores.

O primeiro critério de selecao utilizado considerou a localizagcdo dos
terminadores no genoma de M. hyopneumoniae. Com o uso do software Artemis
Release 13.0 (RUTHERFORD et al., 2000) foi realizado o mapeamento manual
de todos os terminadores no genoma. Os terminadores localizados na regido 3’
ao final de cada CDS foram selecionados para formar os terminadores classe
tca.

Posteriormente, o0s terminadores classe t;; foram analisados
considerando quais terminadores foram preditos por pelo menos dois programas
diferentes. Estes terminadores foram entdo considerados confirmados e formaram

os terminadores classe tc».
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O terceiro critério utilizado levou em consideracéo as caracteristicas do
terminador. As caracteristicas apresentadas pelos terminadores classe t.; foram
consideradas como padrdo. As caracteristicas avaliadas foram o valor de energia
formado pelo grampo de terminacdo (AG) e a distancia entre o terminador e o
coédon de terminacado da proteina. Os terminadores t.; foram analisados e agueles
em que estas caracteristicas se equiparavam ao padrdo também foram

considerados validos e nomeados terminadores classe tcs.

Alguns terminadores s6 satisfizeram uma das caracteristicas avaliadas.
Os terminadores que se enquadraram somente dentro do valor de AG ou da

distancia do cédon de terminacao foram chamados terminadores classe tg,.

3.3. Andlise experimental
3.3.1. Cultivo de M. hyopneumoniae 7448

M. hyopneumoniae 7448, procedente da Embrapa Suinos e Aves
(Concordia, SC), foi isolado de um suino infectado em Linddia do Sul, SC, Brasil
(VASCONCELOS et al.,2005). O cultivo foi realizado em meio Friis liquido (FRIIS,
1975), incubado a 37°C, sob agitacdo por 48 horas.

3.3.2. Isolamento de DNA e RNA

O DNA gendmico de M. hyopneumoniae, cepa 7448, foi extraido a

partir de 5 ml de cultivo conforme protocolo em anexo (Anexo A).

O RNA total desta cepa de M. hyopneumoniae foi isolado de culturas
de 20 ml de meio utilizando o reagente Trizol® (Invitrogen), seguindo as
descrigdes do fabricante, sendo ressuspendido em 20 uyl de agua RNAse-free
(DEPC). A preparacao de RNA total foi tratada com 1 U/ug DNase/RNAse free
(Promega) a 37°C por 30 minutos e posteriormente quantificada em sistema
QubitTM (Invitrogen). A integridade do RNA extraido foi avaliada através de
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eletroforese em gel de agarose desnaturante e posteriormente, o RNA foi

armazenado a -70°C.

3.3.3. Construcéao dos primers

Os primers foram projetados no programa Vector NTI Advance 10
(Invitrogen), a partir da sequéncia de nucleotideos da cepa 7448 de M.
hyopneumoniae (nimero de acesso no GenBank: NC_007332). Para demonstrar
a atividade dos terminadores foi utilizada uma metodologia similar a empregada
para comprovar a funcdo do terminador T1l de Pseudomonas syringae
(ARREBOLA et al., 2012). Para analise do terminador foram utilizados dois pares
de primers. O primer forward foi sempre posicionado dentro da regido codificante
da CDS. Um dos primers reverse foi posicionado a montante do terminador. O
outro primer reverse foi posicionado a jusante do terminador predito. A Figura 3.2
ilustra como foi feito o posicionamento dos pares de primers para validacdo do
terminador utilizando como exemplo a UT_10. No total foram projetos e
empregados nas analises 60 pares de primers (Apéndice 1).
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Figura 3.3. Representagcao esquematica da construcao dos primers para validacao
dos terminadores por RT-PCR e gRT-PCR. A: Representacdo da unidade transcricional
10 e o terminador w_014 (grampo). B: Ampliacéo da regido destacada na figura superior,
com o posicionamento dos primers para validacdo do terminador (grampo). As setas
pretas Ter.F, Ter.R, Ex.F e Ex.R correspondem aos primers U.10.te.f, U.10.te.r, U.10.ex.f
e U.10.ex, respectivamente. Os nomes dos primers significam: “Ter” — terminador; “Ex” —
externo; “F” — forward e “R” — reverse.

3.3.4. Amplificacdo de mRNA
3.3.4.1. Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada em uma reacdo com volume final de
14 ul, contendo 1 pg de RNA total e 1 pl de primer reverse especifico (10 pmoles)
sendo incubada a 70°C por 5 minutos e rapidamente transferida para o gelo.
Posteriormente, foram adicionados a reagdo 5 pl de 5X Tampao de reagéo (250
mM Tris-HCI - pH 8.3, 375 mM KCI, 15 mM MgCl,, 50 mM DTT), 5 ul da mistura
de dNTPs (10 mM) e 1 ul (200 U) da enzima M-MLV RT (Moloney Murine
Leukemia Virus Reverse Transcriptase) (Promega). A reacdo foi incubada
inicialmente a 37°C por 60 minutos e posteriormente, a 70°C por 15 minutos para
ser inativada. Como controle da qualidade do RNA total, uma reacdo contendo os
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mesmos componentes exceto a enzima M-MLV RT foi realizada
concomitantemente. O cDNA gerado, armazenado a -20°C, foi utilizado como
molde nas reacdes de PCR.

3.3.4.2. Amplificacdo do cDNA por PCR

As reac0Oes foram preparadas utilizando, 16,05 pl de agua ultrapura, 2,5
gl de tampé&o de enzima 10X (100 mM Tris-HCI (pH 8,5), 500 mM KCI), 1,25 ul de
MgCl, (50 mM), 2 ul de dNTP (1 mM), 1 ul de cada primer (10 pmoles), 0,2 ul de
enzima GoTaq DNA polimerase (5 U/ul) (Promega) e 1 pl de molécula molde,
totalizando 25 ul de reagdo de PCR. Para cada par de primers foram realizadas

quatro reacdes (Tabela 3.1).

Tabela 3.1: Descricdo das reacfes de amplificacdo para cada par de primers

Molde Objetivo
RT-PCR + cDNA Confirmar a ocorréncia de transcri¢ao.
RT-PCR - cDNA sem adigédo de  Controle da qualidade do RNA.
M-MLV RT
PCR + DNA gendmico de M.  Controle positivo da amplificacao e
hyopneumoniae gualidade dos primers e reagentes.
PCR - Agua ultrapura Controle da reacéo de PCR.

As condicbes de amplificacdo variaram para cada reacdo, de acordo
com a temperatura média de anelamento (Tm) dos primers, bem como com o
tamanho esperado para o produto (Apéndice A), sendo realizadas no
termociclador TC-3000 (Techne). No geral, as condicdes de amplificacao
consistiram de uma etapa inicial de desnaturacéo da fita dupla do DNA a 94°C por
cinco minutos, 35 ciclos compostos de trés etapas para a amplificacdo do cDNA
(30 segundos a 94°C, 30 segundos a temperatura de acordo com as
caracteristicas de cada par de primer e 60 segundos a 72°C) e uma etapa final de
extensdo a 72°C por 10 minutos.

3.3.4.3. Amplificacdo do cDNA por gRT-PCR
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Nas reacdes de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR) foi usado
o aparelho Apllied Biosystems 7500 Real-Time PCR System e o0 sistema
Platinum® SYBER® Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen). As reacdes foram
realizadas em um volume final de 15 pl, contendo 1 pl de cDNA diluido (1:4), 1 pl
de cada primer (10 pmoles) e 7,5 yl de Platinum® SYBER®. As condi¢cOes de
amplificacéo utilizadas foram as seguintes: uma etapa inicial de desnaturagao por
dois minutos a 90°C seguida de 10 minutos a 95°C, 40 ciclos de 15 segundos a
95°C (desnaturacédo) e 60 segundos a 50°C (anelamento e elongacdo). Uma
analise da curva de desnaturacao foi programada para o fim da corrida de PCR.
As linhas de corte (threshold) foram determinadas manualmente em uma regiao
correspondendo a faixa linear da curva de amplificagdo logaritmica. Para calcular
a expressdo relativa dos mMRNAs foi usado o método 22" (LIVAK &
SCHMITTGEN, 2001).
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4. RESULTADOS
4.1. Analisein silico
4.1.1. Predicdo de terminadores

Com o objetivo de aumentar a probabilidade de deteccdo de
terminadores foram utilizados trés programas computacionais, que possuem
diferentes estratégias para determinacdo de um terminador. No total foram
preditos 1068 possiveis terminadores no genoma de M. hyopneumoniae 7448,
sendo 439 pelo programa ARNold, 334 pelo programa TranTermHP e 295 pelo
WebGesTer (Tabela 4.1). Foi criado um banco de dados contendo as informacdes
destes terminadores, como 0 posicionamento no genoma, valor de energia do
grampo formado e sequéncia de nucleotideos, que foram utilizadas para realizar a

analise dos terminadores nas etapas seguintes do trabalho.

Tabela 4.1. Terminadores preditos e classificacdo dos terminadores classe tc;

WebGesTer TransTerm ARNold Total
Terminadores preditos 295 334 439 1068
Terminadores classe t¢; 278 192 86 556
Terminadores em UTs 143 73 39 255 (46%)
Terminadores em mCs 40 20 5 65 (12%)
Terminadores internos 95 99 42 236 (42%)

4.1.2. Localizagdo no genoma

Os terminadores preditos foram mapeados no genoma de M.
hyopneumoniae 7448. Somente aqueles que se localizavam na regido 3’ ao final
das CDSs foram selecionados e formaram os terminadores classe t;1 (Apéndice
2). No total 556 terminadores se enquadraram nesta categoria, correspondendo a
52% dos preditos (Tabela 4.1). Os terminadores que ndo satisfizeram este critério
foram considerados falso-positivos, pois se localizavam dentro de regides

codificantes ou estavam posicionados na fita antisenso.

Posteriormente, os terminadores classe t;; foram classificados de
acordo com o contexto génico em que eles ocorrem. Para isto foi utilizada a

organizacdo génica de M. hyopneumoniae 7448 proposta por Siqueira et al.
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(2011), que demonstra a presenca de 116 unidades transcricionais (UTs) e 33
genes monocistronicos (mMCs). A Figura 4.1 mostra a organizacao de uma regiao
de 90 kb do genoma de M. hyopneumoniae 7448. Dos 556 terminadores, 65 se
encontram ao final de genes monocistrénicos, 255 no final de unidades
transcricionais e 236 em genes que se encontram dentro das unidades

transcricionais (Tabela 4.1).
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Figura 4.1. Organizacdo g¢génica em M. hyopneumoniae. Representacdo da
organizacao génica da regido localizada na posicao 757294 a 848095 do genoma de M.
hyopneumoniae 7448. A procura por terminadores foi realizada nas regides demarcadas
pelos circulos pretos, que representam o final das UTs e mCs.

De acordo com esta classificagéo, todos os 33 genes monocistronicos
e 106 das 116 unidades transcricionais possuem um terminador classe tg¢
(Apéndice 3 e 4). Quando analisado o numero total de genes, apenas 258 dos
678 genes (38%) possuem terminador classe t;. Isto sugere que os terminadores
parecem ocorrer preferencialmente apés mCs e UTs. Devido a isto, para facilitar a
validacéo dos terminadores, foram considerados apenas terminadores localizados

ao final de mCs e UTs.

4.1.3. Confirmacéo dos terminadores

Nesta etapa de selecdo foram considerados apenas os terminadores
classe t¢; ao final de mCs e UTs. A fim de realizar a confirmacéo dos terminadores

foi analisada a caracteristica dos terminadores.

O primeiro critério analisado foi a confiabilidade dos dados gerados. Foi
definido que para um terminador ser considerado como confirmado ele precisaria

ser predito na mesma posicdo por pelo menos dois programas diferentes. Os
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terminadores que satisfizeram este critério foram confirmados e chamados
terminadores classe tc;. A Figura 4.2 demonstra a confirmagao da presenca de
um terminador apos a UT_10, onde ocorre a presenca de terminadores preditos
na mesma posicao pelos programas WebGesTer e TransTermHP apds o gene

nox.
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Figura 4.2. Organizacao da unidade transcricional 10 em M. hyopneumoniae 7448.
Esta unidade é composta pelos genes MHP7448 0081 e nox, que sao transcritos em um
unico mRNA. Ao final desta unidade foi predito trés terminadores diferentes na mesma
regido, divergindo apenas poucos pares de bases entre eles. Os terminadores em
vermelho foram preditos pelo programa TransTermHP e em amarelo pelo WebGesTer.

Por meio deste critério foram identificados terminadores classe t.; em 7
das 33 mCs e em 39 das 116 UTs (Tabela 4.2). Apesar deste resultado confirmar
a presenca de terminadores em somente 21% das mCs e 34% das UTs ele
demonstra a ocorréncia de terminadores intrinsecos da transcricdo em M.

hyopneumoniae 7448.

Tabela 4.2. Presenca de terminadores em mCs e UTs de M. hyopneumoniae.

mC uT
Classe t., 7 (21%) 39 (34%)
Classe tc3 14 (43%) 36 (31%)
Classe tcq 6 (18%) 11 (9%)
Sem terminador 6 (18%) 30 (26%)
Total 33 116

Para caracterizar o padrdo dos terminadores de M. hyopneumoniae
7448 foram analisados os dados dos terminadores classe tc;. Foram avaliadas 3
caracteristicas utilizadas para definicdo de terminadores. A primeira foi analisar a

distancia entre o inicio do terminador e o codon de terminacdo da proteina do
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gene alvo, a fim de determinar se o terminador possui um papel funcional. Em
seguida foi verificada a estabilidade do grampo de terminacdo por meio do valor
de energia livre de Gibbs (AG) de cada terminador. Por ultimo foi considerada a

ocorréncia da presenca de uma cauda poli-U ao final do grampo de terminacao.

A Figura 4.3 mostra as caracteristicas dos terminadores tc. Foi
verificado que grande parte dos terminadores ficou a uma distancia entre -11 a
200 pb do cédon de terminacdo da proteina do gene alvo. Dois terminadores
tiveram uma distancia maior que 230 pb. Estes dois terminadores ocorrem nas
unidades transcricionais 09 (fusA) e 114 (MHP7448_r2). No entanto, nestas duas
unidades também foram verificados outros terminadores tc,; mais préximos do
codon de terminacdo da proteina. Na UT_09 ocorre um terminador a 39 pb do
gene fusA e na UT_114 tem a presenca de um terminador a 167 pb do gene
MHP7448 r2 (Apéndice 2). Isto sugere que o terminador mais distante funcione
como um terminador alternativo e por isso se localizaria a mais de 200 pb do final
do gene alvo. Em relagdo ao valor de AG os terminadores confirmados tiveram
valores que se concentraram na faixa de -11 a -4 kcal/mol. Apesar destes valores
de AG serem relativamente altos, eles se justificam em razdo do baixo contetdo
de GC no genoma de micoplasmas. A cauda poli-U apos o grampo de terminacao
nao foi encontrada em todos os terminadores confirmados, demonstrando que ela

nao é essencial em terminadores de micoplasmas (dado ndo mostrado).
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A Distancia do cédon de terminagao
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Figura 4.3. Caracteristicas dos terminadores classe t.,. Os graficos mostram a
distribuicdo dos terminadores classe t.; dentro de faixas de distancia (A) e de

valores de energia livre de Gibbs (B). As distancias negativas indicam
sobreposi¢cao com o final do gene.

Apoés esta andlise, o padréao definido para um terminador intrinseco de
M. hyopneumoniae 7448 foi estar a uma distancia entre -11 a 200 pb do gene alvo
e possuir um valor de AG menor que -4 kcal/mol. Este padrao foi utilizado para
refinar os dados a fim de aumentar o nimero de mCs e UTs com terminadores

confirmados. Para isto foram analisados os terminadores t.; de mCs e UTs. Os
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terminadores que se enquadraram dentro do padrdo definido anteriormente
também foram considerados confirmados. Estes terminadores foram chamados
de terminadores classe t¢3. Por este critério foram identificados terminadores tc3
em 14 das 33 mCs (43%) e em 36 das 116 UTs (31%), como mostrado na Tabela

4.2, aumentando o numero de mCs e UTs com terminadores confirmados.

Alguns terminadores s6 satisfizeram um dos critérios do padréo. Por
exemplo, o terminador wf 202 da UT_98 se localiza a 52 pb do codon de
terminacdo da proteina do gene fpg (final da UT). Porém, este terminador tem um
AG de -2,53 kcal/mol. Este valor de AG nao se enquadra dentro do que foi
definido como padrdo, mas esta proximo dele. Os terminadores que satisfizeram
apenas um dos critérios e no outro possuia valores proximos ao ideal, como o
exemplo citado, foram agrupados em uma nova categoria chamada terminadores
classe tc4. Estes terminadores foram considerados como plausiveis de
confirmacdo. A sua confirmacdo, no entanto, foi feita por meio da andlise
experimental realizada em uma etapa posterior deste estudo. A Tabela 4.2 mostra
que foram encontrados terminadores desta categoria em 6 mCs e 11 UTs de M.

hyopneumoniae 7448.

A procura por terminadores direcionada a organizacado génica em mCs
e UTs que ocorre em micoplasmas se mostrou uma abordagem satisfatoria. Foi
confirmada a presenca de terminadores, classes t.; e tcz, em 21 mCs e em 75
UTs, 0 que representa 63,6% do total de mCs e 64,6% das UTs. Estes nimeros
foram posteriormente elevados com a validagcéo experimental dos terminadores

da classe tca.

4.2. Validacéao experimental de alguns terminadores preditos

Com o objetivo de validar os terminadores preditos na analise in silico e
determinar se possuem atividade funcional em M. hyopneumoniae 7448 foi
avaliada a presenca de transcritos na regido de final da transcricdo por meio de
metodologias que determinam o nivel de expressao génica. Para cada terminador
analisado foram construidos dois pares de primers, como descrito na

metodologia. O primer forward sempre foi posicionado dentro da regido
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codificante do gene analisado. Para avaliar a atividade funcional o primer reverse
foi posicionado em duas regides distintas. Um primer reverse foi posicionado junto
ao inicio terminador para demonstrar que ele estava sendo transcrito, ou seja, que
0 grampo de terminacdo estava sendo formado. O outro primer reverse foi
posicionado imediatamente ap6s o terminador. Um resultado negativo nesta
segunda reacdo demonstra o final da transcricdo, que estaria ocorrendo

possivelmente pela atividade funcional do terminador.
4.2.1. RT-PCR

A definicdo experimental da atividade funcional dos terminadores
transcricionais foi realizada inicialmente pela RT-PCR, através da amplificacéo
dos fragmentos a partir de transcritos isolados de M. hyopneumoniae 7448. Com
a utilizacdo desta metodologia foram analisados 15 terminadores, sendo 4 da
classe t;, 1 da classe t;z e 10 da classe t4. Os terminadores analisados sdo

mostrados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Terminadores avaliados experimentalmente por RT-PCR

Terminador Valida(;éol Localizacdo Classe Gene 2 Disténcia3(pb) AG
w_053 N&o mC_15 tes pyrG 82 -5,01
wf_491 Sim mC_28 tea pdhD-1 193 -4,51
wf_204 N&o mC_30 tes pulA 131 -2,48
w_202 N&o mC_31 tea dam 195 -4,69
wf 513 Sim mC_33 tea gcp 190 -4,36
w_014 Sim UT_010 teo nox 39 -7,08
wf_075 N&o UT_036 tes rpsT -9* -3,94
w_147 Nao UT_039 tea lip 181 -4,76
wf_375 Sim UT_060 tea glpF 29 -2,22
wf_137 Sim UT_066 tea metG 149 3,21
w_076 N&o UT_085 teo pdhD 37 -9,01
t 264 Sim UT_089 te tuf 34 -7,5
wf_202 Sim UT_098 tes fpg 52 -2,53
wf_215 Sim UT_103 tes MHP7448 0621 198 -3,11
w 102 Sim UT 113 teo MHP7448 0665 43 -11

1 - Presenca de atividade funcional de acordo com o experimento de RT-PCR.

2 — Corresponde ao gene ao final das unidades transcricionais.

3 — Distancias entre o codon de terminagéo da proteina do gene alvo e o inicio do terminador.

4 — A distancia negativa representa sobreposicdo de 9 bases entre o final do gene e o inicio
do terminador.
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A confirmacéo experimental de um terminador classe t., apds a UT_10
€ demostrada na Figura 4.4. Esta unidade transcricional € composta pelos genes
MHP7448_0081 e nox. Ao final do gene nox foram identificados 3 terminadores
classe t,. Para a andlise experimental foi considerado o terminador w_014
(Figura 4.2 em amarelo). A estrutura deste terminador é formada por uma haste
de 11 nucleotideos, com apenas 1 mismatch, uma al¢a de 3 nucleotideos e ao
final da estrutura ocorre a presencga da cauda poli-U (Figura 4.4 A). O terminador
w_014 esté localizado a 39 pb do cédon de terminacdo do gene nox e possui um
AG de -7,08 kcal/mol. A Figura 4.4 B representa a analise realizada dos produtos
gerados apdés a amplificacdo. A amplificacdo da regido do primer junto ao
terminador demonstra que o terminador esta sendo transcrito (Figura 4.4 B,
canaleta 3). JA o segundo par de primers, posicionado apés o terminador, ndo
apresentou transcritos na reacao do cDNA (canaleta 7). Isto sugere que o término

da transcricdo ocorre devido a atividade do terminador w_014.
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Figura 4.4. Confirmacé&o experimental do terminador w_014 da UT_10. A: Estrutura e
caracteristicas do terminador w_014 predito pelo programa WebGesTer. B: Eletroforese
em gel de agarose 1,2% com o resultado da RT-PCR do terminador da UT_10. Os
produtos da amplificac@o visualizados nas canaletas 1 e 3 representam os resultados das
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reacOes de RT-PCR e PCR, respectivamente. A canaleta 1 contém o marcador Ladder
100pb. As canaletas 2,3,4 e 5 representam as rea¢des com primer do terminador, sendo
reacdes com DNA, cDNA positivo, cDNA negativo e controle negativo, respectivamente.
As 6,7,8 e 9 sdo as reagbes com o primer apds o terminador, seguindo a mesma ordem
da sequéncia anterior.

A analise dos terminadores confirmados, classes t.,, e t., foram
realizadas para validar os dados obtidos in silico. Em 3 dos 5 terminadores
confirmados foi possivel visualizar o final da transcricdo apdés o terminador
(Tabela 4.3). Este dado mostra que os terminadores transcricionais possuem
papel funcional em micoplasmas. Entretanto, dois terminadores apresentaram
transcritos apdés o terminador. Nossa hipotese é que estes terminadores
causaram apenas uma diminuicdo no nivel de transcricdo, sem que ocorresse 0
desligamento total da maquinaria de transcricdo. Para confirmar esta hipotese foi
necessario realizar a quantificacdo do nivel de expressdo génica por meio de
gRT-PCR.

Em relacdo aos terminadores da classe tc4, a analise experimental se
mostra necessaria, pois ndo puderam ser confirmados por meio das analises in
silico. Para isto, foram analisados todos os terminadores t.; em que foi possivel
construir primers que se encaixavam dentro da metodologia utilizada no RT-PCR.
Foi confirmado o papel funcional de 6 terminadores t.4, por apresentarem uma

diminuicdo na quantidade de transcritos ap0s o terminador (Tabela 4.3).

4.2.2. Analise do nivel de transcricdo por gqRT-PCR

A PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR) foi a metodologia
utilizada para avaliar o nivel de expressdo nas regifes de término da transcri¢ao.
Desse modo, esta técnica permite validar os terminadores em que ocorre o final
da transcricdo e também avaliar a hipétese levantada anteriormente, de que em
alguns terminadores de micoplasmas a transcricdo génica é apenas diminuida
apos o terminador. Para isto foram analisados todos os terminadores classes tc,,
t.s € tes em que foi possivel construir primers que se enquadrassem nas
caracteristicas da metodologia de gRT-PCR. Ao total foram avaliados 16
terminadores, sendo 8 da classe t.;, 7 da classe t.3 e 1 da classe tc. Os

terminadores analisados sdo demonstradas na Tabela 4.4.
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Tabela 4.4. Terminadores avaliados experimentalmente por gRT-PCR

Terminador Validagdo® Localizacdo Classe’ Gene Distancia® (pb) AG
w_016 Néao mC_04 te3 rbgA 88 -6,06
w_053 Sim mC_15 tes pyrG 82 -5,01
w_082 N&o mC_24 tes gyrA 75 -6,41
wf_204 Sim mC_30 tea pulA 131 -2,48
w_109 Sim UT_009 te fusA 39 -17,8

t 022 Sim UT_011 te deoA 119 -10

t_055 Sim UT_020 te rpmB 49 7,6

w_140 Sim UT 031 tes trmE 35 -7,81
w_055 N&o UT_047 tes ugpQ 18 -8,9

a_ 207 Sim UT_058 teo hit 27 -5,8

t 173 Sim UT_062 teo MHP7448 0372 43 -9,4
wf_140 Sim UT_068 () ruvB 42 -3,91
w_181 Sim UT_077 tes rplA 107 -6,19
a_310 Sim UT_083 teo MHP7448 0494 24 -5,12
w_093 Sim UT_105 te MHP7448_0628 109 -8,35
w_102 Sim UT 113 teo MHP7448 0665 43 -11

1 - Presenca de atividade funcional de acordo com o experimento de RT-PCR.
2 — Corresponde ao gene ao final das unidades transcricionais.
3 — Distancias entre o codon de terminagéo do gene alvo e o inicio do terminador.

Para comparar os resultados obtidos pelas metodologias do RT-PCR
com o qRT-PCR o terminador w_102 da UT 113 foi analisado pelas duas
técnicas. Este terminador foi validado pela RT-PCR (Tabela 4.3) e também na
gRT-PCR (Tabela 4.4). Como mostra a Figura 4.5, ndo foi detectada a presenca
de transcritos apés o terminador, assim como no experimento anterior. Isto mostra
gue as duas metodologias podem ser utilizadas para validar a atividade funcional
dos terminadores. A vantagem do qRT-PCR é ser uma técnica mais sensivel,

possibilitando identificar pequenas varia¢des no nivel de expressao génica.
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Figura 4.5. Andlise do nivel de expresséo relativa por gRT-PCR dos terminadores
classe t.,. Os graficos representam a analise do terminador presente em cada uma
destas UTs. UT 09 terminador w_109, UT 11 terminador t 022, UT 20 terminador
t 055, UT_58 terminador a_207, UT_62 terminador t 173, UT_83 terminador a_ 310,
UT_105 terminador w_093, UT_113 terminador w_102. A coluna “Terminador” mostra o
nivel de expressdo do primer posicionado junto ao terminador e a coluna “Externo”
representa os dados do primer posicionado apds o terminador. Os dados sao
apresentados como a média £ SD a partir de trés replicas bioldgicas.

A Figura 4.5 demonstra a analise dos terminadores classe t.;. Todos 0s
terminadores dessa classe tiveram uma diminuicdo significativa nos niveis de
transcricdo génica apos o terminador. Apdés os terminadores das unidades
transcricionais 09, 20, 62, 83 e 113 néao foi identificado a presenga de nenhum
transcrito, enquanto nas unidades transcricionais 11, 58, e 105 foram detectados
niveis extremamente baixos de transcritos. Estes resultados mostram que esta
ocorrendo o término da transcricdo apos os terminadores. Considerando a
validacdo experimental destes terminadores como amostragem do grupo de
terminadores classe t.;, consideramos que todos terminadores deste grupo

possuem atividade funcional.
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Figura 4.6. Analise do nivel de expressao relativa por gRT-PCR dos terminadores
classe t.3. Os graficos representam a analise do terminador presente em cada uma das
mCs e UTs. mC_04 terminador w_016, mC_15 terminador w_053, mC_24 terminador
w_082, UT_31 terminador w_140, UT_47 terminador w_055, UT_68 terminador wf 140,
UT_77 terminador w_181. A coluna “Terminador” mostra o nivel de expressao do primer
posicionado junto ao terminador e a coluna “Externo” representa os dados do primer
posicionado apds o terminador. Os dados sdo apresentados como a média + SD a partir
de trés replicas bioldgicas.

Entre os terminadores classe t¢3 0 final da transcricdo ndo demonstrou
ser tdo eficiente (Figura 4.6). Em nenhuma das unidades transcricionais
analisadas ocorreu a terminacdo da transcricdo por completo. Apesar disso, em 4
das 7 regides analisadas ocorreu uma diminuicdo estatisticamente significante
nos niveis de transcricdo ap0s o terminador. Este dado foi encontrado apés o
gene monocistronico pyrG (mC_15) e das unidades transcricionais 31, 68 e 77.
Estes dados mostram que a transcricdo apos estes terminadores esta diminuindo,
porém ndo para completamente a sintese do RNA. Isto sugere que o0s
terminadores classe t.3 possuam atividade funcional, mas que esta atividade é
mais fraca comparada com os terminadores classe t.;. J4 para os terminadores

das mCs 4 e 24 e da UT 47 néo foi identificado papel funcional.
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Em relacdo aos terminadores da classe tq4 foi possivel a construcao de
primers para somente um dos terminadores que ainda ndo haviam sido validados
pelo RT-PCR. O terminador wf_204 localizado ap6s o gene monocistronico pulA
(mC_30) possui uma atividade funcional mais fraca, condizente com o0 que
acontece nos terminadores tcz validados. Isto porque foi identificado uma
diminuicdo significativa nos niveis de transcritos apés o terminador da mC_30,

como mostrado na Figura 4.7.
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Figura 4.7. Andlise do nivel de expressao relativa por gRT-PCR dos terminadores
classe tg4. O gréfico representa a analise do terminador wf_204 presente na mC_30. A
coluna “Terminador” mostra o nivel de expressao do primer posicionado junto ao
terminador e a coluna “Externo” representa os dados do primer posicionado apos o
terminador. Os dados sdo apresentados como a média = SD a partir de trés replicas

biolégicas.
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5. DISCUSSAO

A comunidade cientifica tem empenhado inUmeros esfor¢os para tentar
entender o0s processos biolégicos que ocorrem em micoplasmas devido as
grandes perdas econdmicas causadas pelas infeccbes por estes microrganismos.
Além disso, o entendimento dos mecanismos biolégicos de micoplasmas pode
contribuir para 0 a determinacdo do conjunto de genes necessarios para o
estabelecimento de vida independente. A conclusdo do sequenciamento de
diversas espécies permitiu identificar alguns padrbes entre 0s mecanismos que
regulam e controlam a expressao génica nesse género. Entre as caracteristicas
compartilhadas pelos micoplasmas estdo: a presenca de um genoma altamente
reduzido com alto conteldo de A+T, a existéncia de apenas uma subunidade
sigma, um baixo nimero de genes envolvidos na transcricdo, e a auséncia de
muitas rotas metabdlicas (VASCONCELOS et al., 2005).

No entanto, apesar do grande numero de genomas sequenciados, 0s
mecanismos que controlam e regulam a expresséo génica em micoplasmas ainda
nao estdo bem caracterizados. Apesar de micoplasmas possuirem um genoma
reduzido e com poucas proteinas regulatorias, analises da expressao em nivel
transcricional mostraram que tanto estresses ambientais quanto metabdlicos
podem gerar respostas transcricionais especificas em micoplasmas (GUELL et al.
2009). Isto sugere que elementos estruturais e funcionais no genoma possam
estar regulando a transcricdo. Estes elementos podem incluir promotores,
terminadores, sitio de inicio de transcricdo (TSS), ORF, UTs, regides regulatérias
nao codificadoras e regides nédo traduzidas (CHO et al., 2009).

A identificacdo das regibes regulatérias no DNA €& precaria em
micoplasmas, pois a predicédo in silico dessas sequéncias é dificultada em virtude
das caracteristicas peculiares do genoma destas bactérias (A+T rico). J& a
predicdo in vivo apresenta problemas devido a auséncia de metodologias que
possibilitem tal estudo, como transformacéo e vetores de clonagem e expressao
organismo-especifico. Apesar das dificuldades, recentemente varios avangos
foram feitos na descoberta de sequéncias envolvidas no inicio da transcricao,

como a elucidacdo de que a regido -10 dos promotores tem maior importancia
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para o inicio da transcri¢cdo do que a regido -35 (HALBEDEL et al., 2007; WEBER
et al., 2012).

O genoma de M. hyopneumoniae esta organizado preferencialmente em
grandes unidades transcricionais compostas por genes com diferentes funcbes
intercalados por sequéncias intergénicas curtas (SIQUEIRA et al., 2011). No inicio
das unidades transcricionais ocorre a presenca de sequéncias promotoras da
transcricdo (WEBER et al.,, 2012). Apesar de progressos no entendimento do
processo de inicio da transcricdo, se tem pouco conhecimento sobre a etapa de
término da transcricdio em micoplasmas. Este trabalho teve como objetivo
demonstrar a presenca de terminadores da transcricAdo no genoma de M.
hyopneumoniae, dando subsidios ao entendimento da maquinaria de transcri¢cao

nesta bactéria.

A abordagem deste trabalho utilizando trés programas diferentes para a
predicdo de terminadores possibilitou a obtencdo de um grande nimero de dados,
com um total de 1068 possiveis terminadores para serem analisados nas etapas
seguintes de trabalho. Esse resultado foi fundamental para o prosseguimento do
trabalho uma vez que a determinacao de terminadores em Mollicutes € dificultada
pelo baixo conteddo de guanina e citosina no genoma. Analisando o
posicionamento dos terminadores preditos no genoma de M. hyopneumoniae
7448 se constatou que muitos deles eram falso-positivos. Foram selecionados
somente os 556 terminadores (52% do total) posicionados apos o final de CDSs,
gue foram classificados como terminadores classe t;;. Os terminadores
desconsiderados estavam, em sua maioria, localizados dentro da regido
codificante de CDSs ou posicionados na fita antisenso. Devido a isto, eles nao
podem ser considerados como terminadores transcricionais. Entretanto, estas
estruturas poderiam corresponder a outros elementos estruturais, como
riboswitches ou terminadores de RNAs regulatérios que possam existir no

genoma.

Em relacéo a eficiéncia de predicdo de cada programa, pode-se afirmar
gue é reflexo do algoritmo empregado por cada um deles. Os melhores resultados
foram obtidos com o programa WebGesTer. Dos 295 terminadores preditos por

esse programa 279 foram selecionados para a classe t.;. Além disso, os
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terminadores sem a cauda poli-U sé foram preditos por este programa, 0 que
permitiu aumentar o nimero de UTs com terminadores. Estes resultados advém
do algoritmo deste programa que se baseia no contexto génico do genoma para
realizar a busca por terminadores, que restringe a procura por sequéncias
palindrémicas em uma regido que vai de -20 a +270 pb do co6don de terminacao
da CDS e também por ser o Unico que permite a busca de terminadores néo-
candnicos (sem a cauda poli-U) (MITRA et al., 2011).

Ja pelo programa TransTermHP foi selecionado um nimero um pouco
menor de terminadores para a classe tc.; (191). Este nUmero se justifica por este
programa nao ter a capacidade de encontrar terminadores ndo-canonicos. O
algoritmo deste programa restringe a busca de sequéncias palindrémicas as
regides em que ocorre a presenca de pelo menos 3 timinas em sequéncia (que
representam a cauda poli-U no RNA) (KINGSFORD et al., 2007). Ja o programa
ARNold combina dois algoritmos de predicao, Erpin e RNAmotif, que se baseiam
em modelos de terminadores descritos em E. coli e B. subtilis (NAVILLE et al.,
2011). Este programa nao considera o contexto génico em que os terminadores
ocorrem, 0 que explica porque muitos terminadores preditos por este programa
foram localizados dentro da regidao codificante, sendo considerados falso-

positivos.

Considerando que a transcricdo em M. hyopneumoniae ocorre em
unidades transcricionais € esperado que o controle da transcricdo aconteca
preferencialmente no inicio e no fim destas unidades transcricionais. Isto fez com
que o trabalho fosse focado na identificacdo de terminadores ao final das
unidades transcricionais e dos genes monocistronicos. Com a utilizacédo dos trés
programas foi possivel identificar terminadores t;; em todos 0s genes
monocistronicos e em 91% das 116 unidades transcricionais. Dentro das
unidades transcricionais também podem ocorrer promotores e terminadores
internos, responsaveis pela formagdo de transcritos alternativos. Estes ficaram

inicialmente fora da andlise para serem validados posteriormente.

A confirmacgdo dos terminadores pela analise in silico baseou-se nas
caracteristicas estruturais e funcionais. Se 0 mesmo terminador é predito por dois

programas diferentes, como é o caso dos terminadores classe tc, significa que
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suas caracteristicas se enquadram de maneira satisfatdria no modelo de
terminadores ja descritos na literatura. Como muitos terminadores de
micoplasmas possivelmente ndo se enquadram dentro do modelo tradicional de
terminadores intrinsecos de bactérias, definimos as caracteristicas padrdo de um
terminador em M. hyopneumoniae por meio dos terminadores classe tc,. Este
padrdo foi entdo utilizado para refinar os dados do trabalho por meio da

confirmacédo de terminadores que se enquadravam dentro destas caracteristicas.

Os resultados in silico confirmaram a presenca de terminadores em 63%
das 33 mCs e em 64% das 116 UTs, considerando os terminadores classes t.; e
tcs. Estes dados demonstram a ocorréncia de terminadores intrinsecos da
transcricdo no genoma de Mollicutes, contrariando os postulados de Washio et al.
(1998). Entretanto, os terminadores em micoplasmas divergem do padrdo de
terminadores encontrados na maioria das bactérias. Os terminadores em M.
hyopneumoniae possuem valores de energia livre de Gibbs mais altos que em
terminadores de E. coli, se concentrando numa faixa entre -4 e -11 kcal/mol.
Estes valores mais altos de energia livre de Gibbs se devem ao baixo contetdo
de guanina e citosina no genoma de Mollicutes. Esta caracteristica também é
encontrada nos terminadores intrinsecos de M. genitalium e M. pneumoniae
(HOON et al., 2005).

Apesar da cauda poli-U estar presente na maioria dos terminadores de
M. hyopneumoniae, esta caracteristica ndo pode ser considerada como padrao,
pois nédo esteve presente em todos os terminadores. A identificacdo de
terminadores sem a cauda poli-U também foi verificada em outros micoplasmas
(MITRA et al.,, 2009). A presenga da cauda poli-U ndo é um requerimento
essencial para a funcdo do terminador, visto que mesmo na auséncia da cauda
poli-U o processo de terminacdo mantém a eficiéncia (UNNIRAMAN et al., 2001,
INGHAM et al., 1995).

A comprovacao da atividade funcional dos terminadores intrinsecos em
M. hyopneumoniae 7448 foi realizada pela validacdo por RT-PCR e qRT-PCR.
Por meio do RT-PCR foram analisados 15 terminadores, sendo 9 deles validados
por esta metodologia. J& pelo qRT-PCR foram analisados 16 terminadores, sendo

confirmado o papel funcional de 13 destes. A metodologia destes experimentos se
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detinha em demonstrar que a sequéncia de nucleotideos do terminador estava
sendo transcrita e que a jusante do terminador n&o era detectada a presenca, ou
uma diminuicdo, de transcritos. Como esta metodologia necessita de um
resultado negativo para confirmacéo do terminador foi necessario a realizacao de
reacdes com DNA como controle positivo da reacdo. Esta metodologia também foi
empregada na validagdo do terminador T1 ao final do operon mgo de
Pseudomonas syringae (ARREBOLA et al., 2012).

A analise experimental dos terminadores classes tc; confirmou que
estes terminadores possuem atividade funcional. Dos 4 terminadores desta classe
analisados por RT-PCR somente o terminador ap6s da UT_85 nao pode ser
validado por esta técnica. Com o qRT-PCR o numero amostral deste grupo foi
aumentado com mais sete terminadores que ainda ndo haviam sido testados.
Todos os terminadores analisados por qRT-PCR foram validados, apesar de em 4
unidades transcricionais (11, 58, 83 e 85) ainda ter sido detectado niveis
extremamente baixos de transcritos. Quanto ao terminador da UT_85 né&o foi
possivel construir primers para o gRT-PCR, mas nossa hip6tese para que ele nao
tenha sido validado é que ocorra a presenca de pequenos niveis de transcritos
apos este terminador, como ocorreu com as UTs 11, 58, 83 e 85. Utilizando os
terminadores analisados como amostragem do grupo de terminadores classe tc;
se pode validar a atividade funcional destes terminadores, ja que possuem uma

alta eficiéncia em promover o desligamento da maquinaria de transcricao.

Entre os terminadores classe tcs inicialmente somente o terminador do
gene monocistronico pyrG (mC_15) foi testado por RT-PCR e néo foi validado
pois foi detectada a presenca de transcritos apos o terminador. Para o qRT-PCR
foram entdo analisados 7 terminadores, mas em nenhum deles foi detectada a
auséncia completa de transcricdo. No entanto, por meio da gRT-PCR foi possivel
quantificar o nivel de transcritos do terminador e apés a sequéncia terminadora.
Dos 7 terminadores analisados em 4 (mC_15 e UTs 31, 68 e 77) ocorreu uma
diminuicdo estatisticamente significativa nos niveis de transcricdo apos o
terminador. Entre estes encontra-se o terminador da mC_15, mostrando que este
terminador possui papel funcional. Sua atividade somente nédo foi detectada na

RT-PCR por esta técnica ser somente qualitativa. Estes resultados sugerem que
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os terminadores classe t.3 possuam atividade funcional, mas que sua eficiéncia &

menor se comparada com os terminadores classe tc.

Em relacdo aos terminadores apdés os genes monocistronicos rbgA e
gyrA, mCs 4 e 24 respectivamente, ocorreu uma diminuicdo nos niveis de
transcricdo apos o terminador, mas que néo foi significante estatisticamente. Uma
possivel explicacdo para isto é o fato destes dois genes possuirem outro
terminador da classe tc3 localizado a jusante do terminador analisado
experimentalmente. A presenca de dois terminadores nestas unidades pode
significar que eles tenham fun¢des complementares. Em relacéo ao terminador da
unidade transcricional 47 ocorreu um aumento que nao foi estatisticamente
significativo na regido apos o terminador. Este dado descarta que este terminador

possua um papel funcional.

Os terminadores classe t.4 ndo puderam ser confirmados por meio das
analises in silico. Entdo, experimentalmente foram analisados 10 terminadores. A
andlise por RT-PCR mostrou que seis destes terminadores apresentam papel
funcional. Além disso, no terminador da mC_30, que ndo pdde ser validado pelo
RT-PCR, foi identificado uma diminuicao significativa na quantidade de transcritos
apos o terminador. Isto demonstra que terminadores com valores relativamente
altos de energia livre de Gibbs também possuem papel funcional em M.
hyopneumoniae, como é o caso do terminador wf_375 na UT_060 que possui um
AG de -2,22 kcal/mol.

A determinagédo da presenca de terminadores do genoma de M.
hyopneumoniae 7448 colabora na compreensdo do mecanismo de regulagdo da
expressdo génica nesta bactéria. A UT 89 é co-transcrita em um mMRNA
policistrénicos com os genes deoC, upp, MHP7448 0525, lon e tuf seguindo esta
orientacao (SIQUEIRA et al.,, 2011). Por experimentos de primer extension,
objetivando o mapeamento dos sitios de inicio da transcri¢cdo, foi verificada a
presenca de uma sequéncia promotora interna imediatamente antes do gene tuf
(WEBER et al., 2013). A predicdo de terminadores mostrou que também ocorrem
terminadores classe t.; internos nesta UT. Os terminadores internos estéo
posicionados ap6s o gene lon, que se localiza imediatamente antes do gene tuf

(Anexo 5). Além disso, ao final do gene tuf ocorre o terminador t 264. Este
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terminador teve sua atividade funcional confirmada experimentalmente pelo RT-
PCR. O produto codificado pelo gene tuf é o fator de elongacdo EF-Tu,
necessario para 0s processos de sintese de proteinas, que estdo sempre
funcionais em células metabolicamente ativas. Este caso representa,
possivelmente, um exemplo de regulacdo complexa, com a ocorréncia de
transcritos alternativos, onde o gene tuf tem sua transcricdo ndo apenas regulada
pelos elementos regulatérios da UT a qual ele pertence mas também, regulado
por elementos promotores e terminadores internos. A presenca de promotores e
terminadores internos reforcam as teorias que sugerem a existéncia de
suboperons em M. hyopneumoniae, que sao importantes na transcricao

diferencial de algumas ORFs pertencentes as UTs.

Os postulados deste trabalho ajudam a entender como ocorre o término
da transcricdo em micoplasmas. A terminacdo Rho-dependente parece nao
ocorrer em micoplasmas devido a auséncia do gene rho (MITRA et al., 2009). A
identificagdo de terminadores intrinsecos em mais de 60% das mCs e UTs do
genoma de M. hyopneumoniae 7448 sugere que esta seja a principal forma de
terminacdo da transcricdo nesta bactéria. A presenca de terminadores também foi
identificada nas espécies M. genitalium, M. pneumoniae (KINGSFORD et al.,
2007; HALBEDEL et al., 2007; KRAUSE et al., 1997). A validacdo de
terminadores, com a determinacdo experimental de atividade funcional em 21
terminadores intrinsecos realizada neste trabalho, evidencia que estes
terminadores possuem um papel central no processo de término da transcrigdo
em Mollicutes. Esses resultados também foram encontrados de maneira pontual
para os genes hmw de M. pneumoniae, ftsZ de M. genitalium e vmpaU de M.
agalactiae (WALDO 1l et al., 1999; BENDERS et al., 2005, CHOPA-
DEWASTHALY et al., 2008).

Apesar de todos os experimentos realizados, em algumas UTs e mCs
nao foi possivel identificar a presenca de terminadores. Uma hipdtese € que
nestas UTs e mCs ocorram terminadores que divirjam significativamente das
caracteristicas do modelo candnico de terminadores intrinsecos em procariotos
em razao das peculiaridades do genoma de micoplasmas, como o baixo contetdo

de G-C. Para a predicdo destes terminadores seria necessario o desenvolvimento
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de um algoritmo de predicdo de terminadores especifico para Mollicutes. Outra
hipotese é que nestas UTs e mCs a terminacdo da transcricdo ocorreria de forma
gradual, ou seja, a RNA polimerase continuaria a transcricdo além do fim do gene,
e se desligaria da fita molde gradativamente sem um final abrupto da transcricao
(GARDNER & MINION 2010). A comprovacdo destas hipoteses pode ser
realizada pelo transcritoma fita-especifica de M. hyopneumoniae 7448 a fim de
identificar o local de término da transcricdo e analisar se nesta regido ocorrem
estruturas secundérias no RNA que poderiam ser responsaveis pelo desligamento

da maquinaria de transcricao.
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6. PERSPECTIVAS

Os dados obtidos neste trabalho confirmaram a atividade funcional de
alguns terminadores, mas para uma analise mais completa é necessario a analise
do transcritoma de M. hyopneumoniae 7448, assim como também precisam ser

avaliados os terminadores internos.
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ANEXOS
ANEXO 1 - Protocolo de extracdo de DNA gendmico de M. hyopneumoniae

- Centrifugar 5 ml de cultura por 30 minutos a 3360 g.

- Ressuspender as células em 1 ml de tampéao TE.

- Homogeneizar em Vortex.

- Dividir em 2 tubos grandes (1,7 ou 2,0 ml).

- Adicionar para cada tubo: 15 pl de SDS 10% e 1,5 pl proteinase K (20 mg/ml).

- Misturar invertendo gentilmente o tubo.

- Incubar por 1 hora a 37°C.

- Adicionar: 100 pl NaCl 5 M e 80 pl de CTAB 1%.

- Incubar 10 minutos a 65°C.

- Adicionar 1 volume de fenol: cloroférmio.

- Inverter gentilmente o tubo.

- Centrifugar 5 minutos 13.000 rpm.

- Transferir o sobrenadante para outro tubo.

- Adicionar 800 pl de cloroférmio.

- Inverter gentilmente o tubo.

- Centrifugar 5 minutos 13.000 rpm.

- Transferir o sobrenadante para outro tubo.

- Adicionar 600 pl de isopropanol gelado, misturar invertendo gentilmente o tubo.

- Deixar a -20°C por pelo menos overnight ou 1 hora a -80°C.

- Centrifugar 13.000 rpm, 5 minutos.

- Lavar com etanol 70% gelado. (Adicionar 500 ul de etanol 70% sem agitar e
centrifugar a 13.000 rpm por 2 minutos. Depois descartar cuidadosamente o
sobrenadante e adicionar mais 500 pl de Etanol 70%). Repetir 2 X.

- Secar (pode ser em estufa até 37°C).

- Ressuspender o pellet em 10-30 ul de 4gua autoclavada e colocar na geladeira
por 3 horas.

- Adicionar 3 pl de RNAse (10 mg/ml) e incubar a 37°C por 1 hora.

- Checar 10% do volume em gel de agarose 0,8% - 60 V.
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APENDICES

Apéndice 1. Primers empregados nos experimentos de RT-PCR e qRT-PCR

Contexto Tamanho do

génico® ID Primer? Sequencia (5'->3") Tm (°C) produto(bp)
U.36.ge.f GTGTAAAAACAGCGATC 52,4

UT 36 U.36.te.r TAACCAAAAAATAAAATTAC 46 227
U.36.ex.r GACTTGGTAACTAAAAATAC 52,2 341
U.60.ge.f GACTTTCACTAGGATCTTCG 58,4

UT_60 U.60.te.r GTCTTTTTTTGTTTTATGGTC 52.8 256
U.60.ex.r AACTTTTTATTCTATTTTTAGG 49.6 372
U.98.ge.f GTTCTTATACATCTTTGAATGC 55.2

UT_ 98 U.98.te.r CTTTTCACTGACTTTTAAGCC 56.7 243
U.98.ex.r GTTAATGTTTTTACTAATTTTTG 50.3 331
U.39.ge.f GTCCCGTTAAGAAGTGTTG 58

UT_39 U.39.te.r CAATTTAGTTCATATCCAAACC 55.2 323
U.39.ex.r CAATTCAACTTGTGAGCGAG 58.4 424
U.66.ge.f GGTTCTCAATGGAATTTATGC 56.7

UT_66 U.66.te.r GAAAAGACCGTCTGGTTCAG 60.4 344
U.66.ex.r CACTTTTTGTTCTTGGTTTTTG 55.2 440
U.103.ge.f CTTGAAACTATTTATGGTAGCG 57.1

UT_103 U.103.te.r GAATAACTGATGGTACAGGGC 60.6 273
U.103.ex.r CAGGAAAAAATAAACGAATTAC 53.4 448
m.28.ge.f GGCATTTTATTATCTTTGTCG 54.8

mC_ 28 m.28.te.r CAAGGTATTTCTTTTTTTCTCC 55.2 241
m.28.ex.r CAGGAAATAGTGGCGGAC 59.9 327
m.30.ge.f GAAACTGTTGATAACAATAAAGG 55.6

mC_ 30 m.30.te.r CCGAATTAGTGGAAACTATTG 56.7 333
m.30.ex.r CAGTCCCCTGGTTTGTC 59.6 418
m.31.ge.f GGTACAGGGCTTCGTTTAG 60.2

mC_31 m.31.te.r CCAATATGATTTAATTTATGGC 53.4 320
m.31.ex.r GACTTGCGGTTGCTTTTAG 58 387
m.33.ge.f CAATGATAGCAAAAGCAGC 55.8

mC_ 33 m.33.te.r GCCTTATTTTATCTCAGCAC 56.3 244
m.33.ex.r GGTTCGGTTGATGTTATTAC 56.3 354
U.85.ge.f GGTGCTCACATTATCGGC 59.9

UT 85 U.85.te.r GTTTTTTACATCGTTTTCAGG 54.8 228
U.85.ex.r CAAATTAAAGTAAAAAATATGCCC 54.3 290
m.15.ge.f CAAAAACCGACTTGATTGAAG 56.7

mC_15 m.15.te.r GTAATTCTGGCTTGTTTAGTTTC 57.4 241
m.15.ex.r CTATCCTACAAATTGGTGCC 58.4 336
U.10.te f GACTGAAATTAACAGAAATTGCTC 49.1 154

UT 10 U.10.te.r ATGAAAATTGGCAAAAATTAAG 48.2

- U.10.ex.f AACCGTTTAACTTTGTAGTACAAG 47 200

U.10.ex.r TTCCTAAAAATTCAAGCTGC 47

UT 11 qu.11.te.f CCAGGATTTAATTCCAAAGAC 47.6 144

- qu.1l.ter ATGCAGCTTGAATTTTTAGG 46.8
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qu.1l.ex.f CCTGAACCTGAATTTGAAAAG 48.5 215
gu.ll.ex.r TTCTTAATTTTTGCCAATTTTC 48.3
gqu.58.te.f CGTGAATTAGCACTTGTTGAGC 52
UT 58 qu.58.te.r GGTTTTTTTAAATTGTGATAATTAGC 49.9 164
- qu.58.ex.f CATACTCACATCCATATTATTCCG 50.2
gu.58.ex.r GCATATGTCTTCGGGAATTGC 53.7 181
qu.113.te.f GTAAGTTTTTTACTTGATCAGCAAG 49
UT 113 qu.113.te.r CCCAGGTTTTCTACATAAATACG 49.8 200
- qu.113.ex.f CCTTCATAATTTAGATCAAGAGTTAG 47.7
gu.113.ex.r TCTCAAGGGGGTTTTTTTG 49.3 173
U.89.te.f GGGATAATGTTGATCTTACCG 48.1
UT 89 U.89.te.r CAGAATAAACTGAAGTTTTTTTATG 47.1 201
- U.89.ex.f GAGAAGGTGGTAGAACCGTGG 52.7
uU.89.ex.r GGTCATTTCCCTGACAATTTTG 52.7 186
gm.15.te.f GTCCACTCGATCCACACCC 52 144
mC 15 gm.15.te.r GTTTAGTTTCATTAATTTCGGGG 51.1
- gm.15.ex.f GCAGCTATTATTGAGAATGTTTAC 47.3 197
gm.15.ex.r GCCACATTAACAATTTTTACTGG 50.5
gm.30.ge.f CTAATTTAATTCAGAAACATCAGTC 46.5 182
mC_ 30 gm.30.te.r CCGAATTAGTGGAAACTATTG 46.3 234
gm.30.ex.r GCTCTTGAAATAGTCAATTTTG 46
gm.4.te.f GGTTTAGATTTGCCTCGCTG 51.8 189
mC 4 gm.4.te.r CAAAAAACAAGAAAAATACCGC 50.7
- gm.4.ex.f GGCAAACAAAAAATTACACTAG 46.2 216
gm.4.ex.r GTAAAGTTCTAAAAGCAAAAAATC 46.5
gm.24.ge.f GAAATTACCGCAGTTAGTTTGATC 51.3
mC_ 24 gm.24.te.r CATAATTTAGGTCACCTTTTAGAG 46.6 142
gm.24.ex.r CGCTACTGTATTAATTCAGCATC 48.5 199
qu.31.te.f GATCTCAGAATTGCCTGAAAAG 50.1 151
UT 31 qu.3l.te.r CGGATCAATTGCCAAAACG 53.8
- qu.31.ex.f CCGAGTTGATGATGAAAATCTTC 52.2 200
gqu.31.ex.r TGGTAAAATTAGCTCGTTTTGG 51
qu.47.tef GAAGAACCAGCAATGATTGAAGC 54.6 189
UT 47 qu.47.te.r GCCTTTAAAAGACTGCCAAATTG 54.2
- qu.47.ex.f CTCAAATCAAAAGCCCGCTACC 56.8 191
qu.47.ex.r GACGATTAAGACCAAAAGCAAAGC 55.5
qu.68.te.f AGAACATCGACAAACCATTATC 47.8 187
UT 68 qu.68.te.r GTAATCAAACCCCAAAAAGTTAC 48.9
- qu.68.ex.f GGAGGATTACTAAAAAAGGTAGGG 51.2 172
gu.68.ex.r TGATTATGGTCTGAGATTTTCTC 47.3
qu.77.te.f GTTTCAGCTTCAATGGGTCCC 54.9 173
UT 77 qu.77.te.r GCGAATTTCAGGCAGACTTACC 54.7
- qu.77.ex.f GGGTCCCTCAATAAAGATTCG 52 214
qu.77.ex.r GACAAAGACTTCATGCTTACAAAC 49.7
qu.09.te.f CGGGTATTCAACGCAATTACG 54.7 181
UT 09 qu.09.te.r CTCGGTTTTCTTAATTTTTCGC 52.2
- gqu.09.ex.f CAAAGAGCAATTAAGGAAGATG 48.3 186
gqu.09.ex.r GCCTCAAAAGTTACATAAATTACG 49.6
UT 20 qu.20.te.f CGCTCTCATGCTCTAAATGC 50.3 202
- qu.20.te.r GGAGTTTTTTAAATTCAATCGC 49.8
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qu.20.ex.f CGACTTAAAGTATCAGCAAAAAC 48 178

gqu.20.ex.r TGTAATTGCTTTTTTCTTCTCC 48
gqu.62.te.f GATGATAGTAGAAAACCGACC 44.9 169
UT 62 qu.e2.te.r AGTCAACTTTTTTAATAAATTAGG 441
- qu.62.ex.f TCCTTGAAAAATTCCTTAGCG 50.9 194
gu.62.ex.r GCAAAAATTATTGAAGAACTTTG 48
qu.83.te.f GAAGGTATTGGTATAATGGCAGG 51.6 165
UT 83 qu.83.te.r TGCAAGAAAACTTTTTTTATGG 49
- gqu.83.ex.f GATGCCTTTATTATCAGTGGGC 52.3 193
gu.83.ex.r GGAAACTCGGGAATAATGATAGG 52.9
qu.105.ge.f CCACTTTGATTCAGAAGTTTTTGC 54
UT_105 qu.105.te.r GACCGCTTTGTTTCCTGATGG 55.9 170
gu.105.ex.r CCGAGTCAAACTCGATCTTTTAG 52 244

1 - Unidade transcricional em que foi avaliada a presenca do terminador.

2 — Nome de identificagdo do terminador. O “q” ao inicio representa os primers construidos para o
gRT-PCR. O “te” define os primers junto ao terminador e “ex” os primers ap6és o terminador.
Quando desenhado apenas um primer dentro da regido codificante ele foi exemplificado como

“ge”. O “f" e “r’ representam os primers forward e reverse, respectivamente.
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Apéndice 2. Classificacdo dos terminadores localizados ao final de CDSs

Termina-  Locali- Contexto Distancia AG

dor? Zacdo® Classe génico’ Gene (pb)  (kcal/mol) sequéncia (5'->3")

t 001 UT_001 te1 int. dnaN -7 -12,5 uagucggucuuguuuuagucuaaauuuucucuaaaauuuagacuauuuuuuuugauuaau

w_001 UT_001 te1 int. dnaN -6 -9,83 agucuaaauuuucucuaaaauuuagacuauuuuuuuug

a_002 UT_001 te1 int. MHP7448 0006 12 -4,97 aauaauaaaaaaggaaaaguaggcaaaaauuacuaauuuuuuccuuuuuuuuuaauaa
t_002 UT_001 te1 int. MHP7448 0006 21 -6,4 aaaaaaggaaaaguaggcaaaaauuacuaauuuuuuccuuuuuuuuuaauaaa

a 004 UT_001 te1 int. MHP7448 0007 143 -11,16 aaacaagaaaagccggcaaauuuggauaaauauguugccgguuuaacaaaaucaa

t_003 UT_001 te1 int. ftsY -6 -3,7 gguuuuuuacuuauuuuuuaccuaauuuuuaacaaauaaguaaaaauuuaaguauuuuuucuaa
t_004 UT_001 te1 int. ftsY -4 -8,5 gaauuuuuacuuauuuuuuaccuaauuuuuaacaaauaaguaaaaauuuaaguauuuuuucuaa
t_005 UT_001 te1 int. ftsY -3 -9,8 gguuuacuuauuuuuuaccuaauuuuuaacaaauaaguaaaaauuuaaguauuuuuucuaauu

w_002 UT_001 te1 int. ftsY 119 -12,28  uuccauuuuuguaaaauuuauuuaacaaaaauggaaaauuaaagga

w_003 UT_001 te1 int. MHP7448 0009 23 -10,78 aagcaaauuacuagauaacaaauuuugcuaauuugcuuuguuuuuugu

a_006 UT_001 te1 int. MHP7448 0009 24 -4,55 aaaaaaaauaaagcaaauuacuagauaacaaauuuugcuaauuugcuuuguuuuuuguua

w_004 UT_001 te3 uT rluC -6 -5,89 augguaggggcaauuuucaccauuuuauuauuc

wf 233 mC_01 te3 mC MHP7448 0016 36 -3,41 accaucaacuugguuuugaaauaa

wf_004 mC_02 te1 mC MHP7448 0017 109 -1,91 ccuauauaaaauauuauuagggcuaaaauug

a_009 UT_002 te3 uT MHP7448 0018 -9 -6,9 aaagauuuaucuggcgguuagaagcaaaaaaucgcuauuuuacaggccu

wf 236 uUT_002 te3 uT MHP7448 0018 180 -3,25 cCuaauaauauuuuauauagguuuacuagug

w_106 UT_002 te1 int. MHP7448 0019 80 -6,13 cuagaaauuauuucaaauaagaugacauuucuaguugaaaaguu

w_005 UT_003 te2 uT MHP7448 0030 105 -6,86 ggacugagauuauuauuugucagucuuuuccuuugg

a 018 UT_003 teo uT MHP7448 0030 106 -8,3 aaauuaauaaggacugagauuauuauuugucagucuuuuccuuugguu

wf 241 UT_004 te1 uT Isp 141 0,27 agguucuguuagucuucuucaaucu

wf_008 UT_005 te1 uT MHP7448 0036 12 -0,26 cgagcauacuuggcuuaucuaa

wf_009 UT_005 te1 uT MHP7448 0036 104 -0,68 gcuaaaauagcacuaauuuua

wf_244 UT_006 te1 uT vacB 172 -1,34 agucuucaaagcaauugcggcuguaagaaaau
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w_006
t 009
w_007
w_008
w_009
t 011
w_010
wf_022
wf_023
t 013
w_107
w_011
t 014
w_012
t 015
w_013
t 017
a 042
w_109
a 041
w_108
a_040
t 016
w_014
t 020
t 021
t 019

UT_007
UT_007
UT_007
UT_007
UT_007
UT_007
UT_007
UT_007
UT_007
mC_03
mC_03
UT_008
UT_008
UT_008
UT_008
UT_008
UT_008
UT_008
UT_009
UT_009
UT_009
UT_009
UT_009
UT_010
UT_010
UT_010
UT_ 011

int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
uT
uT
mC
mC
int.
int.
int.
uT
uT
uT
uT
uT
uT
uT
uT
uT
uT
uT
uT
uT

obgE
atpE
atpD
atpD
recu
tsf
dnaG
MHP7448 0065
MHP7448 0065
uvrC
uvrC
dnaK
dnaK
dnaK
MHP7448 0074
MHP7448 0074
MHP7448 0074
MHP7448 0074
fusA
fusA
fusA
fusA
fusA
nox
nox
nox
deoA

14
-19
14
95
145
33
12
159
242
16
121
22
23
88
14
65
67
231
39
41
231
232
233
39
40
41
118

-6,41
-4.9
-5,38

-12,86
-8,57
-9,5
-6,74
2,49
1,44

-4,95
-12,47
-7,6
-5,28
-51
-4,67
-4,1
-7,91
-17.,8
-7,91
-8,24
-8,3
-6,3
-7,08
-6,5
-7,8
-6,5

gagcgaaaaucgcuccaaaucacca
uuugcacuaauuuuaauuuuuguuggauaauuuuaagcaaaaauuaaaauuuuuauucuuugau
acuccaaaaggaguuuuuuuagaa

ggaauuacaccuuuuguuggugugauuuccuccucaaauu
caguugggugugcuuuuuuaaguucuaacuguucgaaauuu
aaugaagagggguauaaaauuuuuccuuuaaaaauaggaaaaauuuuguauuuuuuauaaacaaa
uggguguuuaugcuaaaaaaacaguuaaaauucccaaaacaagaga
cuugagcuagguuaauuuuuu

ggaauuucaaagugauuuuuccuuaaaauuuc
agcauuuaaauuuuguuaucuuuuugaaaaaaauaaguuaacaaaauuuaauuuuuaagcuuauua
gggaaauucuaaggaauuuuuugaaucuccuaauuuugaau
gcacacuugcaaauuucugcuagugugucuuuuuuaua
ucgguauaaaaaacgcacacuugcaaauuucugcuagugugucuuuuuuauauuua
ggaauuuucacuuaaaaauuccuuaaauuuuc
agauauauuuuacccuauuuauuuuuuucuccaaguaaaaaauaaaaauuuuuuuaacuuuau
aagcacuuaaauuuaagcgcuuuuuuauauuu
uuaacuuuauaaaaagcacuuaaauuuaagcgcuuuuuuauauuuaau
uaaaaaccgaguuuuuagaaaaaaaaugaaauuaauuuaucuaaaaacucgguuuucuuaauuuuu
aaccgaguuuuuagauaaauuaauuucauuuuuuuucuaaaaacucgguuuuuuauacaa
gaaaaccgaguuuuuagauaaauuaauuucauuuuuuuucuaaaaacucgguuuuuuauacaau
aagcgcuuaaauuuaagugcuuuuuauaaagu
aaauauaaaaaagcgcuuaaauuuaagugcuuuuuauaaaguua
auuaaauauaaaaaagcgcuuaaauuuaagugcuuuuuauaaaguuaa
augguuucacuuuuaaaguaaaaccguuuuuuuauuu
auuauuuaauaaaaaugguuucacuuuuaaaguaaaaccguuuuuuuauuucuua
uuauuuaauaaaaaugguuucacuuuuaaaguaaaaccguuuuuuuauuucuu
uaagaaauaaaaaaacgguuuuacuuuaaaagugaaaccauuuuuauuaaauaau
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a_048
t 022
w_110
w_112
a_050
w_111
a 051
w_113

w_016
w_114

t 024
a 054
t 025
w_115
w_018
w_019
wf_261
a_ 057
w_020
w_021
w_022
t 029
t 028
w_117
w_116
a_066
t 030
w_023

UT_011
UT_011
UT_011
UT_011
UT_011
UT_011
UT_011
UT_011

mC_04
UT_012

mC_05
mC_05
mC_05
UT_013
mC_06
mC_06
mC_07
UT 014
UT_014
UT 014
UT_014
UT_014
mC_08
mC_08
mC_08
UT_015
UT_015
UT_015

uT
uT
uT
int.
int.
int.
int.
int.
mC
uT
mC
mC
mC
uT
mC
mC
mC
int.
int.
int.
int.
uT
mC
mC
mC
int.
int.
int.

deoA
deoA
deoA
secA
secA
secA
MHP7448_t01
MHP7448 t09
rbgA
MHP7448 0088
MHP7448 0090
MHP7448_0090
MHP7448 0090
uvrA
MHP7448 0094
MHP7448 0094
MHP7448_0095
MHP7448 t10
MHP7448 110
tpx
tpx
MHP7448 0100
clpB
clpB
clpB
rpsO
rpsO
rpsO

119
119
119
71
72
102
20

88
152

192
343
343
21
57
121
38
12
13

56
27

89
148
43
45
46

-9,6
-10
-8,38
-7,04
-5,79
-11,09
-6,8
-16,79
-6,06
-4,79
-5,7
-10,6
-10,8
-11,38
-5,12
-12,24
-3,53

-4,74

-6,43

aauaaaaaaacgguuuuacuuuaaaagugaaaccauuuuuauuaaau
aagaaauaaaaaaacgguuuuacuuuaaaagugaaaccauuuuuauuaaauaa
gguuuuacuuuaaaagugaaaccauuuuuauua
aggaaaaauaagcaauuuuuccuaaauuuuucc
aacuaaaaaaaggaaaaauaagcaauuuuuccuaaauuuuuccauuuugcuugguuu
ccauuuugcuugguuuuuuuaggcaaagaugguaaaauuuag
uuaagacugaaaagaugcuuuauuuuacgcaucuuuuuuauuuuuuag
gccauuuuuuuauuuuuUUaaaagaaauauuuuaaaaaaauaaaaaaauuuggcuuuuuaaaaa

gcaaaaaugcgguauuuuucuuguuuuuugccccgcagaaa
cuuguuucugcggggcaaaaaacaagaaaaauaccg

cuuuguuuuaaaguauuuuuugguaacaaaaaauuuuuugauuaauuu
aaaaaacugcaccaccaaauuuauuuggugguuuuuauuuaaa
aagcaaaaaacugcaccaccaaauuuauuuggugguuuuuauuuaaaaac
accaccaaauaaauuugguggugcaguuuuuu
gcauauuuuucaagguaugcuuguguuacu
cuaggaaaaauucaaauaauucuauuaaaauuuuuugauuuuuuucuaguaaaaauuga
agagugaaucucuuuuucuuuaa
guuuuuuaucuuugaggauuuuauuucucgauuuuuuuuugau
ugaggauuuuauuucucgauuuuuuuuu
uuccuaauuuuuuuaaguaaaaaaauaggaaauucuaaauu
aagcacuauaaauuacgugcuuuuuuauuuuu
ucgcuuucauuaaaauacaauuuaucauuuuuaaaagauaaauuguauuuuuuaucuuuuaa
uuaaaagauaaaaaauacaauuuaucuuuuaaaaaugauaaauuguauuuuaaugaaagcga
aaccucgguauuuacgugguuuuuguuauuu
ucucguuuugauuagaaguaucagaauuuuggggguuuuuuuge
aauuucaaaaaaauagugguaaauuuuaaccacuauuuuuuuauuuaauu
uaaauuucaaaaaaauagugguaaauuuuaaccacuauuuuuuuauuuaauu
agugguaaauuuuaaccacuauuuuuuuau
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t 032
a_068
a_070
t 033
a 072
t 038
w_119
w_118
t 037
t 043
a 077
w_120
t 040
t 041
t 042
t 044
t 046
w_025
a 081
t 047
w_026
w_027
w_028
a_083
t 053
w_029
w_123

UT_015
UT_015
UT_015
UT_015
UT_016
UT_016
UT_016
UT_016
UT_016
UT_016
UT_016
UT_016
UT_016
UT_016
UT_016
UT_016
UT_017
UT_017
UT_017
UT_017
UT_017
UT_017
UT_017
UT_018
UT_018
UT_018
mC_09

int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
uT
uT
uT
uT
uT
uT
uT
uT
mC

rnpB
rnpB
rnpB
rpB
MHP7448 0107
MHP7448_0107
MHP7448_0107
MHP7448 0107
MHP7448_0107

gyrB
gyrB
gyrB
gyrB
gyrB

gyrB
pfkA

apt
apt
pdbB
pdbB
pdhB
pdhB
pdhB
MHP7448 0118
MHP7448 0118
MHP7448 0118
MHP7448 0119

-31
-26

-23
35
35
35
114
115
31
36
38
58
61
63
132
30
116
30
30
33
128
155
40
41
41
11

-6,9
-9.4
-6,6
-4.1
-9.4

-10,3
-9,5
-9,1
-6,1
3.1
-9,1

-8,69

-8,7
-9,1
-4,8

-8,44
-7,56
-11,4
-6,21
-10,56
-10
-7,3

-6,4
17,8

cgcggcuuauuagugcaaaaaaacagcgaaucuagacgcuguuuuuuuauuuuugaaaaauaua
uuagugcaaaaaaacagcgaaucuagacgcuguuuuuuuauuuuugaa
gugcaaaaaaacagcgaaucuagacgcuguuuuuuuauuuu
auuagugcaaaaaaacagcgaaucuagacgcuguuuuuuuauuuuuga
agcuaauuuaaucuccaaauauuaauuuggagauuuuuuauuuaau
auauagcuaauuuaaucuccaaauauuaauuuggagauuuuuuauuuaauua
ucuccaaauauuaauuuggagauuuuuuauuu
aggaaaaauuagcuaaaaguuucuaauuuuuccuuuuuuauuge
aaauuacuaaauuuaggaaaaauuagcuaaaaguuucuaauuuuuccuuuuuuauugecuuu
uuuuuaaacuuuuuugaaaaaagugccuuaaaaugggcauuuuuuuguuuuuuuguuuuuuu
uuuuuugaaaaaagugccuuaaaaugggcauuuuuuuguuuuuuug
gugccuuaaaaugggcauuuuuuuguuu
cauuuuuuuguuuuuuUguUUUUUUUguUgcaaaaaaaaaaaaaaaguauaauuuuguuugu
uuuuUUUguUUUUUUgUUUUUUUUgUUgCcaaaaaaaaaaaaaaaguauaauuuuguuuguac
gcauuuuuuuguuuuuuuguuuuUUUUguugcaaaaaaaaaaaaaaaguauaauuuuguuugu
acaaaauuaaaaaaaucuuuaaauuuaaagauuuuuuuaauuuuua
guuuaaauuuuuaaaguuuugacuuuguuuauaagucgaaacuuuuuuuauauaaau
acucgagugaaauuuuuucuuauauuuucucgaguuuuauaaaaa
cuuaauaaaaacauucagaauucaauuuuuuaauucugaauguuuuuuuuuuuuu
aaaacuuaauaaaaacauucagaauucaauuuuuuaauucugaauguuuuuuuuuuuuuuu
ucagaauucaauuuuuuaauucugaauguuuuuuu
ggcggaugacggggaucgaacccgcgagugucgggaccacaa
gugucgggaccacaacccgaugcguuaaccacu
aaaaauaaaaaaguacuauaaauuuauaguacuuuuuuaaauucag
cucaaaaauaaaaaaguacuauaaauuuauaguacuuuuuuaaauucaga
guacuauaaauuuauaguacuuuuuuaaau
aauuuaaaaaaguacuauaaauuuauaguacuuuuuuauuuuugagguuaaaaauuuag
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a_082
t_054
a_086
w_030
t 056
t 055
a 085
w_124
t 057
w_125
w_127
w_126
wf_039
w_128
t 058
a_ 092
w_031
t 059
t_ 060
t 062
t 063
t 061
w_129
a 097
w_032
w_033
w_034

mC_09
mC_09
UT_019
UT_019
UT_019
UT_020
UT_020
UT_020
UT_020
UT_020
UT_020
UT_020
mC_10
UT_021
UT_022
UT_022
UT_022
UT_022
UT_022
UT_022
mC_11
mC_11
mC_11
UT_023
UT_023
UT_023
UT_023

mC
mC
uT
uT
uT
uT
uT
uT
uT
int.
int.
int.
mC
uT
uT
uT
uT
uT
uT
uT
mC
mC
mC
int.
int.
int.
uT

MHP7448_0119
MHP7448 0119
MHP7448 0121
MHP7448_0121
MHP7448 0121
romB
romB
romB
romB
rplT
pyk
pyk
MHP7448 0128
MHP7448_ 0129
rpmA
rpmA
rpmA
rpmA
rpmA
rpmA
lip2
lip2
lip2
MHP7448 0135
MHP7448 0135
MHP7448_0136
Idh

29
30
93
93
94
49
53
54
55

49
174
22
178
22
29
30
31
181
182
29
60
213
153
153
-16

-7,3

-8,4
-8,87
-6,6
-7,6
-8,5
-7,47
-6,6
-8,47
-5,93
-12,17
-3,12
-8,25
-12,6
-8,3
-7,77
-6,7
-6,8
-8,1
-9,6
-8,1
-5,94
-11,9
-11,63
-11,95

gaauuuaaaaaaguacuauaaauuuauaguacuuuuuuauuuuuga
ucugaauuuaaaaaaguacuauaaauuuauaguacuuuuuuauuuuugag
aaaaaauaaaaacuccaauaauuuuggaguuuuuuaaauucaa
acuccaauaauuuuggaguuuuuuaaauu
uauaaaaaauaaaaacuccaauaauuuuggaguuuuuuaaauucaau
aaagcgauugaauuuaaaaaacuccaaaauuauuggaguuuuuauuuuuuauaauauuu
ugaauuuaaaaaacuccaaaauuauuggaguuuuuauuuuuuaua
acuccaaaauuauuggaguuuuuauuuuu
auugaauuuaaaaaacuccaaaauuauuggaguuuuuauuuuuuaua
cugcuuaaauaaucuucuaauuuaagcagcgcaaauuuu
ugcaaauuuuuauuugcagaaaguagau
ucguuuuuuaguaaauuuuuUUUUaaaaaaauuuacuaaacgaucuaaaaugg
caggcuguuauuuauauauuaacucuugauguucuuuu
uugcaggaguuaauuuugaaauugcuguugcaagaccagaaau
ucuaaaaaaauuauuuuaaaagaagacacuuuugugucuuuuuuuaauuguuuaaaaaucag
uauuuuaaaagaagacacuuuugugucuuuuuuuaauuguuu
agacacuuuugugucuuuuuuuaauu
auuauuuuaaaagaagacacuuuugugucuuuuuuuaauuguuu
uuuaaaauaagaaaauuugguuuuuaaaaccaaguuuuuaauuuucaaa
uuaaaauaagaaaauuugguuuuuaaaaccaaguuuuuaauuuucaa
auaaagcagcuucuaaguuuuuaaauuuuugaaaauuaaaaacuugguuuuaaaaaccaaau
uugaaaauuaaaaacuugguuuuaaaaaccaaauuuucuuauuuuaa
agacacaaaagugucuucuuuuaaaa
uaauuacaauagggggugagauuaaccccccuuguaauuaaau
gggggugagauuaaccccccuuguaauua
aacgaaucaaaaaauaaaaaaaaauuucauuuuugauucguuuuaauuaaaa
uuccuaaaaaauuuuuaaaauuuuuaaggaaaaacaguuua
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a_098
t 067
w_035
t 070
t 071
t 073
w_036
w_037
wf_287
t 075
t 076
t 078
w_038
t 082
a_115
w_039
t 084
a_114
w_135
t 083
w_136
a_119
w_137
t 087
t 088
a 127
w_040

UT_023
UT_023
UT_023
UT_023
UT_024
UT_024
UT_024
UT_025
UT_026
UT_026
UT_026
UT_027
UT_027
UT_027
UT_027
UT_027
UT_027
UT_028
UT_028
UT_028
UT_028
UT_028
UT_028
UT_029
UT_029
UT_029
UT_029

uT
uT
uT
uT
int.
int.
uT
uT
uT
int.
int.
int.
int.
int.
uT
uT
uT
uT
uT
uT
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.

Idh
Idh
Idh
Idh
MHP7448 0138
hemK
MHP7448 0144
tig
MHP7448 0150
era
era
deoB
MHP7448 0162
MHP7448 0162
rluB
rluB
rluB
rplQ
rplQ
rplQ
rpsk
rpsH
rplE
MHP7448 0197
MHP7448 0197
MHP7448 0197
MHP7448 0197

92

93

93
199

14
40
179
213
29
34
17
216

155
156
157

-7,3

-6,4
-9.8
-9,7
-7.9
-6,17
-15,05
-2,22
-15,1
-10,6
-8,7
-8,33
-9,8
-6,4
-6,13
5,2
-6,1
-4,97
5,2
-5,66
7.2
-8,37
-10,6
12,3
7.4
-6,26

gauuuuaaaaaaguacuauaaauuuauaguacuuuuuuaauuuuua
ucuaaaaaaauuauuuuaaaagaagacacuuuugugucuuuuuuuaauuguuuaaaaaucag
guacuauaaauuuauaguacuuuuuuaauu
cccuuuuuuaauuuuucauauauaauuuagaaaaaauuaaaaaaggguuauaaaaaauauuu
aaauucaaacauuuaguuuuggcuuuuaaaaaaacaaaacuaaauguuuuuuaacuaauua
aaagaauuuauaacauuuuuuaaaaauuaguuuuuaaaaaauuugauuuugaaagg
acgggguugaagcccguuguucuacca
uagcgguuauaaucggaaauguucuuuuauuugggauaauaaucgcuacuuuauauuu
agugauauuaauuugaauuucguuauaagaaaca
guuagcaacuaaaauuguuuuuguuacuaacuuuauuuuauuuaauuagaaggaa
guuagcaacuaaaauuguuuuuguuacuaacuuuauuuuauuuaauuaga
aaauuauacauaaaaagaaaaaaguucuuuauuuuuauguauaauuuuuaaauuuuaac
acgaaaauuuaauuauaaauuuucguauuuauaaaa
gaguaaauuuuuaaacgaaaauuuaauuauaaauuuucguauuuauaaaaauuu
aaaauuaaaaaaacacuuuuuuuuaaaguguuuuuuuaauuuaua
acacuuuuuuuuaaaguguuuuuuuaauu
auaaaauuaaaaaaacacuuuuuuuuaaaguguuuuuuuaauuuaua
uaaauuaaaaaaacacuuuaaaaaaaaguguuuuuuuaauuuuau
acacuuuaaaaaaaaguguuuuuuuaauu
uauaaauuaaaaaaacacuuuaaaaaaaaguguuuuuuuaauuuuau
ggaaaaacuggcuaauuuucccaaauuuuuccuuuuuuuaaa
aggaaaauguagguggugaaauuaucgccuauauuugguaa
ugcuaaaaaaguauaauuuuuuuagcauaaaauuacu
agcauuaaaaacugcuguuuuuuuaauaauccuaauuuuaauauuggau
gcauuaaaaacugcuguuuuuuuaauaauccuaauuuuaauauug
auuauuaaaaaaacagcauuaaaaacugcuguuuuuuuaauaaucc
acagcauuaaaaacugcuguuuuuuuaaua
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t 090
a_129
t 092
w_041
w_139
t 094
t 095
w_140
w_042
w_043
w_044
a 143
w_045
a 151
t 101
a 152
w_046
wf_299
w_142
t 109
w_141
wf_066
wf_067
wf_068
t 110
t 111
t 116

UT_029
UT_029
UT_029
UT_029
mC_12
mC_12
UT_030
UT_031
UT_030
UT_030
UT_032
UT_032
UT_032
UT_032
UT_032
UT_032
UT_032
UT_033
UT_033
UT_033
UT_033
UT_034
UT_034
UT_034
UT_034
UT_034
UT_035

int.
uT
uT
uT
mC
mC
int.
uT
uT
uT
int.
int.
uT
uT
uT
uT
uT
uT
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
uT
uT

MHP7448 0197
MHP7448 0199
MHP7448 0199
MHP7448 0199
MHP7448_0200
MHP7448 0200

ftsH

trmE
MHP7448 0208
MHP7448 0208
MHP7448 0211

oppD
MHP7448 0217
MHP7448 0217
MHP7448 0217
MHP7448 0217
MHP7448 0217
MHP7448 0219

glyA

glyA

glyA

mglA

mgIA

mgIA

mglA
MHP7448 0235
MHP7448 0237

54
99
99
99
13
14
69
35
114
183
85
267
13
29
30
138
138
75
93
95
239
27
80
192
473
26
7

41
9,4
7.4

-8,51
-8,45
-9,8

-9,8

-7,81
-5,67
-7,02
-9,15
-8,7

-16,28

aaauuauuaaaaaaacagcauuaaaaacugcuguuuuuuuaauaaucc
agaagaauuaaucuccaaaaacuuauuuggagauuuuuuauuuaaa
acaaagaagaauuaaucuccaaaaacuuauuuggagauuuuuuauuuaaauu
ucuccaaaaacuuauuuggagauuuuuuauuu
augcaaauuuuuauaaaaauuugcauuauuaaacau
aauuuuggcuagaaaugcaaauuuuuauaaaaauuugcauuauuaaacauccu
uuaguaaaaauuaaaaaguuuuuucaaaaaaaagcuuuuuaauuuuauuaaggugau
uuggcaauugauccggaguuacaauugccaauuuuuugaua
aaccagauucuaaacugguuuuugcaucua
aggaauuagcaacaaauucuuuguuuuuuccuaaaaaagcaa
aacguaaaaaauuauaauuuuuuacguuaaaaauaaaa
agguucagcgcuugcggguuuaguuccccguaguuuuggcecaaau
aguacuauaaauuuauaguacuuuuuuauuuuugagguuaaaaauuu
gaauuuaaaaaaguacuauaaauuuauaguacuuuuuuauuuuuga
ucugaauuuaaaaaaguacuauaaauuuauaguacuuuuuuauuuuugag
uaugcagaaaucgccguaaaucgguguuuuuuacccgu
cgccguaaaucgguguuuuuuacce
aguguccgguuucccacgcuuuuuuaaguu
aagguuaauaaaauuaaccuuuauauaaaau
gaaaaaacaaaaaaagguuaauaaaauuaaccuuuauauaaaaugaa
ucacuuuuuagugaauaugaauau
uagcagauugaaaaaagaacaucauuuugaguuuguugauucacuuga
ucucccgggaagcaaaaauugccgagauaagaageua
ccuuaaagucucaacugaugaucgaaaggauuuuauuga
cuaaaaaagaagcucuccauaaaaauuuuauggauuauauucaucaaga
aaaaauaacaaaaaauuagaaguuaaguacuucuaauuuuuuuuauauuuu
uuucuuaaauuuuaauuaaaauuaaagaaaaaauuuggauaaaauaua
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t 113
w_143
wf_075
wf_076
wf_077
wf_078
wf_312
wf_311
a_166
w_145
w_144

t 118
w_048
w_147
w_146
w_049
wf_325
wf_323
a_169
wf_084

t 122
w_050
w_150

t 121
w_149
w_148

t 124

UT_035
UT_035
UT_036
UT_036
UT_036
UT_036
UT_037
UT_037
UT_037
UT_037
UT_037
UT_038
UT_038
UT_039
UT_039
UT_040
mC_13
mC_13
UT_040
UT_040
UT_041
UT 041
UT_042
UT_042
UT 042
UT_042
UT_043

uT
int.
uT
uT
uT
uT
uT
uT
int.
int.
int.
int.
uT
uT
uT
int.
mC
mC
uT
uT
uT
uT
uT
uT
uT
uT
int.

MHP7448 0237
MHP7448 0239
rpsT
rpsT
rpsT
rpsT
MHP7448 0246
MHP7448 0246
MHP7448 0247
smf
smf
serS
MHP7448 0252
lip
lip
MHP7448 0260
mgtA
mgtA
MHP7448 0267
MHP7448 0267
MHP7448 0270
MHP7448 0270
MHP7448 0271
MHP7448 0271
MHP7448 0271
MHP7448 0271
rpmF

65
212

27
50
104
48
102
35
96
242
39
197
181
230

14
72
20
70
143
203
-15

-7,61
-3,94
0,47
-2,28
-2,08
-2,18
2,72

-4.4
-7,04
-4,56

-9,2
-4,87
-4,76
-6,84
-5,83
2,72
-4,37

5,1
1,02
-14,3

-16,26

-12,52
-10,8
-7,62
-7,69

-5,3

aaaauauaaaaaaaauuagaaguacuuaacuucuaauuuuucccgaguuuc
uggagcaaccgcuccgcuugecgeag
agcccaguaauuaaauuuuuuuaguaauuuuauuuuuugguuaaaaauuuaa
uugguuaaaaauuuaaaaaauauuaccaacaagguaauc
uaccaacaagguaaucuuuuuua

augcaaaaagcauuuuauuuuau

augcuuuuugcauuuuuaguugu

uaccuuguugguaauauuuuuua
uuaacugcugcgguaauuccguugccuuuuuuaucaau
aucggaaugccgauugcugcuggg

ugcccuuggacuuucaacgguaauaaucucag
uuuuuaaauuacaaaaaagaauuuaaaaauuuauuuauuuauuUaUUUAaUUU
gcacauuuuugugucaaucuaaau
gaacuaaauugauaauuuucugcuaauuuuaguucaaaaauugca
gugcaucacaaauggcaaaaauauguuuguuuugcgcaaaaaacucy
ccuuacgugaagccgaacuaauuuuaugcgaggauucacgggu
cugauuuuuucagcaaucaaguu
uucgggaauuuguauaucuucgggaauuaacagc
uucaacuugauugcugaaaaaaucaggguuuuuagcguuuuuuuuguca
ucugaucaaggaaaaugccggcugggauuaaaaaaa
uuuaaaaaacacuauaaaaacaaguguuuuuuaaauuagaauuauaaaaauagaac
gaacuaauaauuuugucuaacaaagcaaaguuauuaguucauaaauuuuu
gaacuaauaacuuugcuuuguuagacaaaauuauuaguucuauuuuuaua
aaaacacuuguuuuuauaguguuuuuuaaauuagaaaugaauuagaaauuua
uggauuuauuccauaaacuggaagaauuccaucccuucaaa
ugccuuuuccugggcauuucgcaaug
gcaguaaaugacaaaaauuaaugaauuaauuaauuuuugucaaucuuuuuguguaaaaca
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t 125
t 126
w_051
t 128
t 129
w_151
w_052
w_053
wf_330
wf 329
t 130
w_152
w_054
a 178
wf_337
wf_335
t 135
a_182
w_055
w_056
wf_ 340
wf_107
t 138
t 139
t 144
a 191
w_057

UT_043
UT_043
UT_043
UT_043
mC_14
mC_14
UT_043
mC_15
UT_044
UT_044
UT_044
UT_044
UT_045
UT_045
UT_046
UT_046
UT_046
uT_047
UT_047
UT_047
uUT_048
mC_16
UT_050
UT_050
UT_050
UT_050
UT_050

int.
int.
int.
int.
mC
mC
uT
mC
uT
uT
int.
int.
int.
uT
uT
uT
int.
int.
uT
uT
uT
mC
int.
int.
int.
uT
uT

romF
romF
romF
MHP7448_t20
MHP7448 0279
MHP7448_0279
MHP7448_0278

pyrG
pgsA

pgsA
MHP7448_0287

MHP7448_ 0287
MHP7448 0291
MHP7448_ 0292
ychF
ychF
MHP7448 0297
MHP7448 0301

ugpQ

ugpQ
MHP7448_0305

MHP7448_0308
MHP7448_0315
MHP7448 0315
MHP7448_0317
MHP7448_0321
MHP7448_ 0321

-13
-12
-12
11
-23
132
216
82
61
121
18
18
87
399
49
157

202
18
57
100
-15
-29
-13
320
53
127

7,9
11,4
-14,32

-5,98
-2,03
-3,39

-7,64

aaaugacaaaaauuaaugaauuaauuaauuuuugucaaucuuuuuguguaaaa
aguaaaugacaaaaauuaaugaauuaauuaauuuuugucaaucuuuuuguguaaa
ugacaaaaauuaaugaauuaauuaauuuuugucaaucuuuuugu
caccacgaugauaggucaaccuuguguugauuuuuuuuuuuuuuu
uuugguauaaaaaaauuaaaaaucauuaauuuuuuuauaauuuuuuagaaaaaa
uuggaaaaaaaaugaauuuuuccaauuuuauuugc
guguuuauuugguguuguuuugccaauuuaguaagcgcaacugcaucy
gccagaauuacuggugaguuaaaaa

uguggaucgaguggacgcguaauaaauuc

ugugauuuugacucacauacuucaauc
auggaaaaauuaaaauuccaaaaaaacuuuuauuuuggaauuuuuuugauauaau
uuccaaaaaaacuuuuauuuuggaauuuuuuugau
guuguuaaaaauaaaauuggcgaccuaccagcaa
aauaauuccgcuacauucaauugcggguguguuuuuccgaaaa
ucguuuuuaagcgaaaaacaauac

ugguugaauaaaccgcuaaaucauu
auauuuuuuuguuuuaauuaauuagaauaaaaaaauauuagaauuuaccgcugucuuu
ugcuuuaauaauauuagcagcugcugauguuuuuguuauug
accuucaauuuggcagucuuuuaaaggcuuuuaauuuuggggucccaucucau
gggucccaucucauggaggcuuugcuuuuggu
gcuuaucuaaaaugggcuuuaauucaa
ggauuuugaaaaauaaaauaauuuuaaagucuaaaaaauuag
aaauauauaauuugcuaacaaauauuuuauuuaaaauauuugguauuuuauuuuuuuagu
aacaaauauuuuauuuaaaauauuugguauuuuauuuuuuuaguuuuau
aaaaaccugaaauuauaacuaaguuacuauacuaacuuaguuauuuuuaaacgguaau
cauuauuuaaccgauuagggaaaauaauuucuaauuguuuuuuaauuau
ugccuuuuggagcguuaaauaaguuauuuuugaaaggcaauugacacuu
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w_154
wf_356
wf_355
t 145
t 146
w_155
a 195
wf_359
w_058
wf_361
w_156
w_158
w_157
w_059
t 153
w_159
t 154
t 158
t 156
a_203
w_060
a_ 207
t 160
w_160
a_206
w_061
a_211

UT_051
UT_053
UT_053
UT_053
UT_053
UT_053
UT_054
mC_17
mC_18
UT_055
UT_055
mC_19
mC_19
UT_056
UT_057
UT_057
UT_057
UT_057
UT_057
UT_057
UT_058
UT_058
UT_058
UT_059
UT_059
mC_20
mC_20

uT
uT
uT
int.
int.
int.
uT
mC
mC
uT
int.
mC
mC
uT
uT
uT
uT
int.
int.
int.
uT
uT
uT
uT
uT
mC
mC

MHP7448_0324
MHP7448_ 0331
MHP7448 0331
MHP7448_0333
MHP7448_ 0333
MHP7448_0333
MHP7448_0335
MHP7448_0336
MHP7448_0337
MHP7448_ 0338
MHP7448_0340
MHP7448_0344
MHP7448_0344
MHP7448_0347
MHP7448_t21
MHP7448_t21
MHP7448_t21
MHP7448_0349
MHP7448_0349
MHP7448_0349
hit
hit
hit
MHP7448_0355
MHP7448_0355
MHP7448_0357
MHP7448_0357

-7
96
184
23
27
96
274
177
41
115
62
154
172
-10
40
46
47
373
847
855
26
27
28

38
39

-6,05
-0,15
-1,55
-8,1
-8,9
-5,01
7,3
-2,91
-9,06
3,76
-4,54
-4,74
-6,46
-6,07
-10
-5,55
-2,3
7,6
11,5

-6,56
-5,8
-3,1

-7,86
-6,6

-7,59
-6,9

ggauuuaacacuaaauuuuguuagaaguccugaaucuagu
gguaaugauuuugucuuuaauuuaa

ggacuaagaggucuagacacugaa
aaguuuuucaaaauaaaaacuaaauuaguauacuaauuuaguuuauuuuuuaauguuuag
uuuucaaaauaaaaacuaaauuaguauacuaauuuaguuuauuuuuuaaugu
uggcaagaggccaauaauuuauu
cuucagauuucgugagauuuauuugucuuacuuuuauauuaau
agucagaguuuuuuuagacuuuuaaaauac
ggagauuuugaucaaaaagucucuaauauuugca

uuggaaauacugauauuaaaaag

gcgaauaauauuuucgcuuuugcaaaa

cagguuuugaaccugagcggguuuu

ggguuuucuugaacccuuaauacuuu

gcaaaauguaaaauuuugcuuuuaaaaca
uaauauuuuaaucuugaaaaaauccuuuauuuauaaggauuuuuucuuuucuaagecaguu
auccuuuauuuauaaggauuuuuucuuuu
gaaaaauaaaaaaaauaauuucuuugaaauuuaguuuuuucugcuau
uguuauaauuaacuuuguaaaaacuuuuuuuacauuuuuuuuaaaaaaa
cgcaccuccaccauaugaaaaaacucgguguaauuccggguuuuuucauauaauaauaggaac
auaugaaaaaacucgguguaauuccggguuuuuucauaua
aaccaaaaaaauuugaauuuuugguuuuuuuauuca
aauuuaaaaaaaccaaaaaaauuugaauuuuugguuuuuuuauucauu
cacaauuuaaaaaaaccaaaaaaauuugaauuuuugguuuuuuuauucauuu
aaccaaaaauucaaauuuuuuugguuuuuuuaaauu
ugaauaaaaaaaccaaaaauucaaauuuuuuugguuuuuuuaaauugu
aagcacuaauuuagugcuuuuuuuauuga
cacauaaaaaaagcacuaauuuagugcuuuuuuuauugaau

78



t 161
t 163
t 164
wf_375
a_210
t 162
a 214
t 165
w_062
w_063
t 170
t 171
w_064
t 172
w_163
t 173
w_162
w_161
a_224
w_164
t 174
t 177
t 178
w_165
t 179
t 180
w_166

mC_20
mC_20
mC_20
UT_060
UT_060
UT_060
UT_061
UT_061
UT_061
UT_061
UT_061
UT_061
UT_061
UT_061
UT_062
UT_062
UT_062
UT_062
UT_062
UT_062
UT_062
UT_062
UT_062
UT_062
UT_062
UT_062
UT_062

mC
mC
mC
uT
uT
uT
int.
int.
int.
int.
uT
uT
uT
uT
uT
uT
uT
uT
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.

MHP7448 0357
MHP7448 0357
MHP7448 0357
glpF
glpF
glpF
MHP7448 0362
MHP7448 0362
MHP7448 0362
MHP7448_0365
MHP7448 0371
MHP7448 0371
MHP7448 0371
MHP7448 0371
MHP7448 0372
MHP7448 0372
MHP7448 0372
MHP7448 0372
sgaA
sgaA
sgaA
ulaA
MHP7448 0377
MHP7448 0377
MHP7448 0378
MHP7448 0378
MHP7448 0378

40
264
345

29
337
338

34

34

34
143
197
200
203
269

43
43
100
30
30
32
80

61
42
43
43

-8,6
4.8
2,7

-2,22
-6,9
-8,6
-6,1
-8,8

-8,34

-6,07

-11,6

-13,3

-10,4
-9.4

-6,02
-9,4

-7,67

-11,47
-8,8

-8,43
-9,5

-10,7
-9,9

-4,54
5,5

-9,17

uaucacauaaaaaaagcacuaauuuagugcuuuuuuuauugaauu
aaucaaaaaaauggacuuuuuaagcaaaaaguuuuuuuuuuuuuuu
aaaaauuuaaaaaaagacuauaaauuuauugucuuuuuuuguuuuaug
agacaauaaauuuauagucuuuuuuuaaau
ucaauaaaaaaagcacuaaauuagugcuuuuuuuaugugau
aauucaauaaaaaaagcacuaaauuagugcuuuuuuuaugugaua
auuaauaaaaauaggaaaaauauuuaauuuuuccuauuuuuuucuUUUUUU
cgaaauuaauaaaaauaggaaaaauauuuaauuuuuccuauuuuuuucuuuuuuu
uaggaaaaauauuuaauuuuuccuauuuuuuucuu
uuggucaaaguuuuacaaggauuggccgagauaauuuug
uuauauuuuuccuaauuuaaaaauauuaaauuaggaaaaauaauauuaaagaaauuau
guuauauuuuuccuaauuuaaaaauauuaaauuaggaaaaauaauauuaaagaaau
uuccuaauuuaaaaauauuaaauuaggaaaaauaauauu
uaaauauuuaaaaaaguugacuaaauuuagucaacuuuuuuaauaaauua
ggaauaaaaauuuaaaaaacagauuauuuauuccuaauuuauua
uaauuuauuaaaaaaguugacuaaauuuagucaacuuuuuuaaauauuua
guugacuaaauuuagucaacuuuuuuaaau
uuccuaauuuaauauuuuuaaauuaggaaaaauauaaca
uaauuuuugagaaccuacaauuuuuguagguuuuuuuuuuuuuuu
aaccuacaauuuuuguagguuuuuuuuuuuu
ucuaauuuuugagaaccuacaauuuuuguagguuuuuuuuuuuuuuu
aauuuuaaacaagaaguuuugauuuuacuaaaaaucaaaacuuuuuuuaauauuaa
uuucguuuuuUUaacaaaaauuuuuguuaaaaaaacccugguuuuuauacgu
ucgaucuuuuuagacuaaauuuucgaaaggaaauau
uuuuUUAauuUUgcaagcaaaacuagaaaauuaguuuugccuuuuauuuuuauaaa
uuuuuaauuuugcaagcaaaacuagaaaauuaguuuugccuuuuauuuuuauaa
gcaaaacuagaaaauuaguuuugccuuuuauuuu
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t 181
t 184
w_065
t 183
w_167
t 187
t 189
w_169
t 185
t 186
t 188
w_168
a_233
t 190
w_066
wf_388
wf_387
wf_386
wf_136
wf_137
t 192
a 237
t 194
w_067
w_068
t 197
wf_ 140

UT_063
UT_063
UT_063
UT_064
UT_064
UT_065
UT_065
mC_21
mC_21
mC_21
mC_21
mC_21
UT_066
UT_066
UT_066
UT_067
UT_067
UT_067
UT_066
UT_066
UT_067
UT_068
UT_068
UT_068
UT_068
UT_068
UT_068

int.
uT
uT
uT
uT
uT
uT
mC
mC
mC
mC
mC
int.
int.
int.
uT
uT
uT
uT
uT
int.
int.
int.
int.
int.
int.
uT

MHP7448 0382
MHP7448 0383
MHP7448 0383
MHP7448 0384
MHP7448_0384
MHP7448 0389
MHP7448 0389
MHP7448 0390
MHP7448 0390
MHP7448_0390
MHP7448 0390
MHP7448 0390
ftsz
ftsz
ftsz
MHP7448 0397
MHP7448 0397
MHP7448 0397
metG
metG
rnc
MHP7448 0400
MHP7448 0400
MHP7448 0400
MHP7448 0404
MHP7448 0404
ruvB

13
3
173
61
97
236
265
37
62
67
70
70
43
112
191

131
139
97
149
79

60
-19
40
42

-13,4
-8,1
-4,92
-8,1
-5,34
9,1
-9,5
-8,32
-9,2
-9,1
-10,8
-6,83
191
-3,6
-4,95
2,17
-0,68
-3,64
-1,76
-3,21
-10,7
-6,01
-4,3
-5,56
-6,81
-7,6
-3,91

aaaauuuuaauacaaaaaaacuuucaaaaaacguuuuuuuguauuaaaauuuaagguaaauuaa
auugcuacgcuaaaauaaaaaaauacuuugaauuuaaguauuuuuuuauuuuagaaucugauu
gcuuuccguuuuuauaaaauaaggaugucgggguuccuugaacu
aaucagauucuaaaauaaaaaaauacuuaaauucaaaguauuuuuuuauuuuagcguagcaau
uagcguagcaauuguuguguuguuuuuuuaua
caaaaugaaagaaaauuaccauauuuuuuuaaaaaauaugggaauuuuugcaaaaaaca
uaaaaaauaugggaauuuuugcaaaaaacauuaauuuuuuugcaaaaauuuaaaaaacaggaa
uugcaaaaaaauuaauguuuuuugcaaaaauucccau
uuuugcaaaaauucccauauuuuuuaaaaaaauaugguaauuuucuuucauuuugauuaa
uguuuuuugcaaaaauucccauauuuuuuaaaaaaauaugguaauuuucuuucauuuug
uuuuugcaaaaauucccauauuuuuuaaaaaaauaugguaauuuucuuucauu
ccauauuuuuuaaaaaaauaugguaauuuucuu
cguaauuuuucgcuccuuuuuuaaauggggcuuugauuuuaaa
aauaaaaagguguuuuuuuuuauaauuuUUUUaaaaaauuUUUUUUAacuugca
gcuccuuuuuuaaauggggcuuugauuuua
gguuauuaauuuuuucuaggaaaaaaugguuuuucuaauuu
gcauugcgaugcuuaaaaaaac

augcuuaaaaaaacaguuauagcauaaauuccauu
guugauuuuaaaauaauuggcguuagauaaa

gacggucuuuuccuguccuguuaaaaa
aauuuagaaauuuucaaaaauaugcaauauuuuaaguaauuuuuuugaaa
uaaaacucguaaguuucaaaauuaauaaaauuuacgaguuuuuuauuuuucau
aaaacucguaaguuucaaaauuaauaaaauuuacgaguuuuuuauuuuucau
caccaguugauagaauuauuaugaggugggaauuuaac
uuccgcuuuauuauugauaaaucggaaaauuaaccaa
uuccuuuuuUaaaguuuuuuUgcaaaaaauuuuaauuuuaguugaaacaa
gggguuugauuaccuuaauauuagac
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wf_141
wf 143
w_171
w_170
t 198
w_172
w_173
t 202
w_174
t 203
a 248
w_175
t 205
t 206
w_069
t 207
w_176
t 208
t 209
w_177
w_178
t 214
a_260
t 217
w_179
a_266
t 220

UT_068
UT_068
UT_069
UT_069
UT_069
UT_069
UT_069
UT_069
UT_069
UT_069
UT_069
UT_069
UT_070
UT_070
UT_070
uT_ 071
UT_071
uT_071
uT_ 071
UT_071
uT_071
UT_071
UT_072
UT_073
UT_073
UT_073
UT_073

uT
uT
uT
uT
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
uT
uT
uT
int.
int.
int.
int.
int.
int.
uT
int.
int.
int.

ruvB
ruvB
MHP7448 0407
MHP7448 0407
MHP7448_0409
MHP7448 0411
MHP7448 0414
MHP7448 0414
MHP7448 0417
MHP7448 0418
MHP7448 0418
MHP7448 0420
tkt
tkt
mnmA
MHP7448 0431
MHP7448 0431
MHP7448 0432
MHP7448 0433
MHP7448 0433
MHP7448 0439
MHP7448 0439
MHP7448 0441
MHP7448 0443
MHP7448 0444
MHP7448 0444
MHP7448 0444

96
139
64
109
36
197
63
64
192
61
353
33
-19
71
58
-16
164
242
34
34
123
230
-26
35
-12

325

-2,29
-2,81
-6,47
-5,56

4.5
-10,03
7.4
-7,6
-7,83
-37
7.2
-5,75
7.2
-13
-4,89
-14,7
-8,6
5,3
11,7
-11,49
5,3
7.1
-6,2
-5,8
-9,94
-5,9
-10,1

ugagaaaaucucagaccauaauc

gcaauaaauuugcaaauuuuucu

ccuccgaccacgcgagguuuucucgau
uggcggcucgauaauauugauaaugguuugucgauguucuuuu
uuaauauaaauauaauuaggaaaaauuucuaauuuuuuuugguuuua
uuuucuuauuuccuuaauuuaauuuuaaaaaaaggaaaaccaaaguaaaauua
auccgaaucaauucggauuuuuuuaauu
uuucuacuaauuuaauccgaaucaauucggauuuuuuuaauuuuua
gcagaaaguuucuuaaaacguucugcugaucugcau
uuuguuuuuaauuaguacuaaauauuuuuUUaguauuuuuuucuuauuuc
uauuguaggagugaucguuguugcagcgauuauuugauuuauug
gagccaauuaaggcucaaaaacaaaa
uuacaaaaauaaagaaaauuauaguuuagauuaaaauuuucuuuauuuuuguaaaaaaac
uuucuuauuucaauuaaaaauauggaccuuuuuaauugaaauaagauuuuuuucuauuuuu
agugcgguuauaaccgaucacuuuugauuuga
aaccgcacuuuuuucaaauuaauuuaauuuuuuaaauuaauuugaaaauacauuaaauugcuu
uaggaaauucagaaggaauuauccugaauuuuuucg
uuucuacuaauuuaucguuaauuuuaacguuuuuuuuaacuuuu
uaaucauaccuaaaaaaaaucaaaauauuuauuuuuuuuagguauuuuuuauaaguaaa
uaccuaaaaaaaaucaaaauauuuauuuuuuuuagguauuuuuuauaa
ccaauuuuaaaaaaaauuggacuuuuuuag
auuuccgaauuucuuuugaauuuuuucuuggaaaaauucaauuuuaguguauaauu
uaugcagaaaucgccguaaaucgguguuuuuuacccgu
aaaauuuuauaaaaaucaaaaucuuaguacuaaauuuuaagauuuugauuuuuuuauuaguuu
gagggaaagcuagaaggggcgauuccuucuuuuuuaagg
agggaaagcuagaaggggcgauuccuucuuuuuuaaggcu
aaaaaaagcaaaaaacuaguuuaaucuaguuuuuuguuuuugauagguagu
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a_ 263
t 221
w_070
w_071
a_280
w_072
w_073
t 232
t 233
t 234
t 231
t 229
t 230
a 282
wf_161
wf_164
wf_165
w_181
w_180
w_182
t 237
t 238
t 239
w_183
t 240
t 241
t 243

UT_073
UT_073
UT_074
UT_074
UT_074
UT_074
UT_074
UT_074
UT_074
UT_074
UT_075
UT_075
UT_075
UT_075
UT_076
UT_076
UT_076
UT_077
UT_077
UT_077
UT_079
UT_079
UT_079
UT_079
UT_079
UT_080
UT_080

int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
uT
uT
uT
uT
uT
uT
int.
uT
uT
uT
uT
uT
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
uT

MHP7448 0444
MHP7448 0444
MHP7448 0446
MHP7448 0446
MHP7448 0446
MHP7448 0447
MHP7448 0447
MHP7448 0448
MHP7448 0448
MHP7448 0448
engB
engB
engB
MHP7448_t25
rluD
rluD
rluD
rplA
rplA
MHP7448_t26
trmB
trmB
trmB
trmB
trmB
ptsl
MHP7448 0474

0
2
122
-8

-0,7
2.4
-5,84
-5,23
-6,8
-5,96
-4,63
-18
-11,2
-8,5
-20,2
-6,8
-35
7.2
-3,74

-2,92
-6,19
-10,1
-23,09
-4,6
-8,1
-11,6
-8,74

-7,2
-6,3

aaaaagcaaaaaacuaguuuaaucuaguuuuuuguuuuugau
aaaaaaagcaaaaaacuaguuuaaucuaguuuuuuguuuuugau
gggcugaauaaauuuuugccugacuaucacu
acugagguuugaauauuuuuaucuuugguuagauugcua
uuucaauuucauauucaguuccgggcuggguauuuucaaaauuu
guccgggguguaaauuauuuagggcaaauucaacu

uugcugccucaucggcaaauuuaacuga
gaauaaucuuaaaaaauaaaaauaauuucauuuuuuaagauuauucuaauaauuccuguaauuu
auuagaauaaucuuaaaaaauaaaaauaauuucauuuuuuaagauuauucuaauaauuccug
uuaaaauuagaauaaucuuaaaaaauaaaaauaauuucauuuuuuaagauuauucuaauaauuc
aaucuuaaaaaaugaaauuauuuuuauuuuuuaagauuauucuaauuuuaaaacaacuuu
aaaaauaccguuaauuuuuucuaaaaaauuuuuuuugaaaaauuucuuuuaaguuuu
aaaaauaccguuaauuuuuucuaaaaaauuuuuuuugaaaaau
uuugaccaaaagaugcuaaaaaaucggcaucuuuuuacuuaau
aaccguauuugguuuuagccguuu

ugggguacuuccauauuaguuuu

uggauaauuccguaucgaucug

gucugccugaaauucgcggcuuagaccauuaagauc
ggcgaauuugauggguucgcccgguuucaag
guuuaaaaaagaaauuuaguguuaaauuuuuaaguuuugauuuggugaaaagaaguu
uugaagcuauuuuuaucuaaaccuauauuuuuaaauauagguuuaacuuuuuuauuagaaaa
ugaagcuauuuuuaucuaaaccuauauuuuuaaauauagguuuaacuuuuuuauuagaaa
gaagcuauuuuuaucuaaaccuauauuuuuaaauauagguuuaacuuuuuuauuagaa
aaccuauauuuuuaaauauagguuuaacuuuuuu
cuauuuuuaucuaaaccuauauuuuuaaauauagguuuaacuuuuuuauu
uaauuuuuuUUaaUUcCguUaUUUUUUUCUUUggaaaaaaauaaguuuuugguauacuuu
uaucauaauuuaaaauuugcauaauuuaauaauuacgcaaauuuuuuuaauauuua
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w_074 UT_080 te2 uT MHP7448 0474 -7 -5,3 uugcauaauuuaauaauuacgcaaauuuuuuuaa

t 242 uT_081 te2 uT pfs 13 -8,5 Uaaauauuaaaaaaauuugcguaauuauuaaauuaugcaaauuuuaaauuaugaua
w_184 uT_081 te2 uT pfs 14 -7,63 uugcguaauuauuaaauuaugcaaauuuuaaauu

t 244 uUT_081 te1 int. atpD 200 -4,4 auguuaauuaaaaaauuuucaaauuuauuuggaaauuuuuuaauuuuugu

w_185 uT_081 te1 int. atpA 157 -9,08 cgguuguaauugccaaagcggcuccaauugcaguuggcucacaagu

w_075 mC_22 te3 mC MHP7448 0485 132 -6,88 cguuaauccaauaauuuggaaaauuagcgcagucaguca

t 247 uT_082 [ uT MHP7448 0486 19 -7 aauuuugaaauuuuuuuauauuuuuuucgaaaaauauaauuuuagucaaauuuu
w_186 uT_082 te3 uT MHP7448 0486 98 -6,15 cuugauuacaggcgcuuguaugaaaucgagcuguuucuuu

t 251 uT_082 te1 int. mtgE 56 -8,9 uauuaauuaagacaauuucugaaauuaauuucagaaauuguaaaauuauaaa

w_187 uT_082 te1 int. mgtE 58 -4.91 ucugaaauuaauuucagaaauuguaaaa

a 310 UT_083 te2 uT MHP7448 0494 24 -5,12 uaccauaaaaaaaguuuucuugcauuuuuuaagaaaacuuuuuuuuuauuuuuu

t 252 UT_083 teo uT MHP7448 0494 26 -5,1 uauaccauaaaaaaaguuuucuugcauuuuuuaagaaaacuuuuuuuuuauuuuu
w_188 UT_084 teo uT MHP7448 0496 197 -14,53  ggacccguaauaaaauuacgggucuuuuuuauuag

a 313 UT_084 te2 uT MHP7448 0496 198 -12,7 cugaaaauuaggacccguaauaaaauuacgggucuuuuuuauuaguc

t 256 UT_084 teo uT MHP7448 0496 198 -15 auuacugaaaauuaggacccguaauaaaauuacgggucuuuuuuauuagucaa

a 311 UT_084 te1 uT MHP7448 0496 279 -5,1 aauaaaaaaaaaguuuucuuaaaaaaugcaagaaaacuuuuuuuauccuga

t_257 UT_084 te1 int. MHP7448 0498 82 -3,9 uggucaaaaaaacaacuaauuuggauuaguuuuuuuggauaaau

w_189 UT_084 te1 int. oppF 11 -14,73  gagcuguaauuuugaaaaaaauuuuuaaaaaauuacagcucuaacuaaguu

w_076 UT_085 te2 uT pdhD 37 -9,01 aacgauguaaaaaacuuuuuuguuuuacaucguuuuuuuuuaaa

a 329 UT_085 teo uT pdhD 39 -6,94 auuccugaaaacgauguaaaaaacuuuuuuguuuuacaucguuuuuuuuuaaau

t 259 UT_085 teo uT pdhD 39 -6,6 uuaaauuccugaaaacgauguaaaaaacuuuuuuguuuuacaucguuuuuuuuuaaauua
t 261 UT_085 te2 uT pdhD 170 -8,3 uaaauuaaaaaaaaauuagguuuuuguuuuuuuuaauaaaaaccuaauuuuuuguuguauaa
w_077 UT_085 teo uT pdhD 171 -11,72  uagguuuuuguuuuuuuuaauaaaaaccuaauuuuuuguu

a_330 UT_086 teo uT ackA 26 -4,75 auacaacaaaaaauuagguuuuuauuaaaaaaaacaaaaaccuaauuuuuuuuuaauuuag
t_260 UT_086 te2 uT ackA 28 -6,1 aauuagguuuuuauuaaaaaaaacaaaaaccuaauuuuuuuuuaauuua

w_191 UT_086 teo uT ackA 29 -6,27 uagguuuuuauuaaaaaaaacaaaaaccuaauuuuuuuuu

w_190 UT_086 te1 uT ackA 159 -12,37  aacgauguaaaacaaaaaaguuuuuuacaucguuuucaggaauu
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w_193
w_192
w_078
a 334
wf 179
wf_463
a_338
t 266
w_079
w_080
w_081
t 264
a 337
t 265
w_194
t 263
t 268
t 270
t 267
w_195
t 271
w_082
w_083
wf 472
wf_471
a 342
wf_ 185

UT_086
UT_086
uUT_087
uT_087
uT_087
UT_088
mC_23
mC_23
mC_23
mC_23
mC_23
UT_089
UT_089
UT_089
UT_089
UT_089
UT_089
UT_089
UT_089
UT_089
UT_089
mC_24
mC_24
UT_090
UT_090
UT_090
UT_091

int.
int.
int.
int.
uT
uT
mC
mC
mC
mC
mC
uT
uT
uT
uT
uT
int.
int.
int.
int.
int.
mC
mC
uT
uT
int.
uT

MHP7448 0512
MHP7448 0512
MHP7448 0513
MHP7448 0516
glck
MHP7448 0518
MHP7448 0522
MHP7448 0522
MHP7448 0522
MHP7448 0522
MHP7448 0522
tuf
tuf
tuf
tuf
tuf
lon
lon
lon
lon
upp
gyrA

gyrA
pmsR

pmsR

pyrH
MHP7448 0537

24
153
57
21
68
160
42
43
43
143
170
34
39
41
41
62
-19
-18
126
197
-30
75
149
27
71
39
42

-10,53
-4.84
-8,22

7.3
-4,13
-0,56

7.4

-5,6
-5,25
-9,33
-5,24

75

-8,7

-5,6
-7,35

-5,3

12,5
-4.9

-4,91
-4,2

-6,41
-6,48
4,12
1,41

cagggguuuuagccccugucuaucaagu
gcgcuuaugcgcagaaagaauu
uagcuuaaauuuuauauaauuuaccuaauaaaauuuagagcuaauuuuuuauu
uaucgacaucggcggaacaaauacacguuuugcaauuuuuagugaua
uugccuaauuuagguagaaucaauuuu

ccuaaauuaggcaaaaaugca
aaaaauaaaaaacuucagaauaaacugaaguuuuuuuaugaaua
uucaaaaauaaaaaacuucagaauaaacugaaguuuuuuuaugaauau
cuucagaauaaacugaaguuuuuuuaug
accaccuucucggaucgagaauuugguucccugeuca
ucccugcucaacggcaauuggggcaauuaauuc
auucauaaaaaaacuucaguuuauucugaaguuuuuuauuuuugaaauaaauu
auucauaaaaaaacuucaguuuauucugaaguuuuuuauuuuugaa
auauucauaaaaaaacuucaguuuauucugaaguuuuuuauuuuugaa
cuucaguuuauucugaaguuuuuuauuu
uuuauucugaaguuuuuuauuuuugaaauaaauuuuuuuaguguaua
ugauuuuauuuuuaaauaggaaaacuauuaaaaaauaaaaucaguuuaaaaacugcggu
uauuuuuaaauaggaaaacuauuaaaaaauaaaaucaguuuaaaaacugcgg
aauuauaaaaagaaucauuuuaaaaauuauuuuugaaaauguuuauuuuuuuuuaa
uugcaaggcuauucagcggugguuuuuugcaagguuuuauua
aauuccaggaauuggcgaugcaggggaucguuuuuuuagugauua
ccuaaauuaugugauuuuaguucagauuuaggaauaaauuua
cccgaauuguuuugggecaucgcuaa
gugguauaauuuauuuauucauucuguuuuucaguuu
acugaucaaacuaacugcgguaauuucaucu
uuuuauaaaaacaucuugauugaaaaagcucaagauguuuuuuccuaucuu
uugcuauuuuuagguaaaucaagcaauuucgaauca
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wf_186
t 274
w_196
t 276
wf_190
wf_478
t 278
t 281
t 279
t 280
t 283
t 282
w_197
a_346
w_085
t 284
t 286
w_198
t 285
t 287
wf_197
a 353
wf_491
wf_200
wf_493
a_ 356
w_086

UT_091
UT_092
UT_092
UT_092
UT_093
mC_25
mC_26
mC_26
UT_094
UT_094
UT_094
UT_094
UT_094
UT_094
mC_27
mC_27
mC_27
UT_095
UT_095
UT_095
UT_096
mC_28
mC_28
mC_29
UT_097
UT_097
UT_098

uT
uT
uT
int.
uT
mC
mC
mC
uT
uT
int.
int.
int.
int.
mC
mC
mC
uT
uT
int.
uT
mC
mC
mC
uT
int.
int.

MHP7448 0537
MHP7448 0538
MHP7448 0538
potA
MHP7448 0544
ktrA
ktrB
ktrB
MHP7448 0547
MHP7448 0547
mtlF
mtlF
mtlF
mtlF
MHP7448 0551
MHP7448 0551
MHP7448 0551
ulaA
ulaA
MHP7448 0558
MHP7448_0570
pdhD-1
pdhD-1
nagA
fba-1
nagB
rpsD

109
10
15

68
174
178

32

36
103
213
214
357
126
127
225
151
152
170
178

193
104
60
156
38

-3,57
-10,4
-8,51
-10,4
-2,97
-2,71
-12,5
-7,5

-11,8
-6,8

-3,6

-6,86
-8,3
-17,14
-12,9
-2,3
-17,79
-12,9

-3,54
-5,8
-4,51
-1,88
-0,02
-8,2
-8,36

uucgaauuauuaaugguuuggaauuaggguua
uaauauuuuuccuuuauuuuauguauaaaggaaaaauauuuauuaaaucaacc
uuccuuuauuuuauguauaaaggaaaaauauuuau
uuaauuuuuuugaaaauuuuugaaaaaauuucaaaaaaaguuuaaacccccgea
aaggcuuuagaaaaaaauugccuuaaauuuguaa
aaggcaauuuuuuucuaaagccuuuuuguugaug
aagaaauuuuuaaaaaaaucuagguuuuuuuaaaaauuucuagauuguuuauugu
caguuuucaaagaaauuuuuaaaaaaaucuagguuuuuuuaaaaauuucuagauuguuua
ucuagaaauuuuuaaaaaaaccuagauuuuuuuaaaaauuucuuugaaaacugaaau
uaaacaaucuagaaauuuuuaaaaaaaccuagauuuuuuuaaaaauuucuuugaaaacug
uuuagaguuaaaauguuuaaaaauaagguauuuugaaauuuuuuuauuacuuu
uaaaugaucuauuuugauuuuaaaucuacaaaauagaucauuuucuuuuuauuuu
gaucuauuuugauuuuaaaucuacaaaauagaucauuuucuuuu
uuuuaaucuuuggaaucgcugggauugugguuucaucuuuuucgggc
agacuaauucacuuuaacauuuuauguuaauuugaauuagucuuuaaauuaaa
aagacuaauucacuuuaacauuuuauguuaauuugaauuagucuuuaaauuaaagaaa
gcaauuuaaaaauuauacuuuaauuuauaguauuuuuuauuuuugga
agacuaauucaaauuaacauaaaauguuaaagugaauuagucuuuuuuuauuu
agacuaauucaaauuaacauaaaauguuaaagugaauuagucuuuuuuuauuuuuua
auuguuuuauauacauccaaaauugacucuuugugucuauuuugcauuuuucuuuuuuaua
ugccucgcuaaggeucggauggguauaagecauuu
uacccauccgagccuuagcgaggcauuuuauuaucuu
ugguuuuucauuuauaaggcgaaaagucauuaucccaau
ccuuuuucauuaauuuuacgaauaucaaaggcauuuggauu
uugcuaauucgcgguaaauuugge
auguucccaauugccguuuuaccgauugcggcacuuuuauuacgaa
auccagaaauaauuuuuaaauguuuuuggauuuuuuucuaa
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t 295 UT_098 te1 int. rpsD 39 -4.7 auuuuuagaaaaaaauccagaaauaauuuuuaaauguuuuuggauuuuuuucuaaaugu

a 357 UT_098 te1 uT fpg -50 -4,1 caguuauugcugguaggggaacauauuuuugcccuuuuugucaaaa
wf_202 UT_098 teq uT fpg 52 -2,53 uggcuuaaaagucagugaaaagcg
wf 203 UT_098 te1 uT fpg 221 -1,64 aggagaaauuccuaaauuaauau

w_199 UT_099 tea uT MHP7448 0579 140 -4,65 agggcaaaaauauguuccccuaccagcaaua

a_358 UT_099 te1 int. dnak -73 -6,6 ugagacaaaaaaacacuaugaauuuauaguguuuuuuucaaaacca
wf 204 mC_30 teq mC pulA 131 -2,48 gguuuuuuuaaccaaaucaaucc
wf_496 UT_100 te1 uT glpD 136 -1,07 ucugaauuaaauuaggaauaacuuua

t_297 uT_ 101 te1 int. MHP7448 0596 31 -8,2 uaucgaaaauagauaucgcgaggucauuccgcgcgauuuuauuucaacaag

w_087 UT_101 te1 int. MHP7448 0597 66 -5,49 gcuuuuuugguuuaaaaagagggguaaaaagguuaucagaaac

a 372 uT_ 101 te1 int. ppa 28 -4,94 auuuuuguaaaaaccaaauaaaauuuaaaauuuauuugguuuuuuuucuuuuuaa
w_088 UT_101 te1 int. ppa 28 -8,99 aaccaaauaaaauuuaaaauuuauuugguuuuuuuucuuu

t 298 UT_101 te1 int. ppa 30 -6,3 gaauuuuuguaaaaaccaaauaaaauuuaaaauuuauuugguuuuuuuucuuuuua
a 374 uT_ 101 te1 int. xylF 108 -9,4 aaaaaauaaaaaauccggacuauuuuuguuccggauuuuuuauuuuugug

w_089 UT 101 te1 int. xylF 109 -9,88 auccggacuauuuuuguuccggauuuuuuauuuu

a 376 uT_101 te1 int. xylF 110 -7,9 aaaauaaaaaauccggacuauuuuuguuccggauuuuuuauuuuu

t 299 uT_ 101 te1 int. xylF 110 -5,1 uaaaaaaauaaaaaauccggacuauuuuuguuccggauuuuuuauuuuugug
t_300 UT_101 te1 int. tdk 40 -5,3 uaguuuuuuccagcguaauuaugguauaauuauuuuuugcauacgca

w_090 uT_101 te1 int. MHP7448 28 19 -23,45  auccuuucuugaaaaaauauauugaauuauuuuuucaagaaaggauuuauuuaaua
a 379 UT_101 te1 int. ptsH 43 -10,1 cucccaaaaaaaaacccguaauaaaugacggguuuuuucuuuuucucc

w_091 UT_101 te1 int. ptsH 44 -9,69 aacccguaauaaaugacggguuuuuucuuuuu

a 381 uT_ 101 te1 int. ptsH 46 -7,3 Ccaaaaaaaaacccguaauaaaugacggguuuuuucuuuuu

t_302 UT_101 te1 int. ptsH 46 -5,5 ucucccaaaaaaaaacccguaauaaaugacggguuuuuucuuuuucuc

t_303 uT_101 te1 int. ptsH 63 -13,9 uucuccauaauuuuuuauuauuaauuauggagaaaaagaaaaaaauuauaaaaaaauaua
t_304 uT_ 101 te1 int. ptsH 64 -17,4 uucuccauaauuuuuuauuauuaauuauggagaaaaagaaaaaaauuauaaaaaaauau
w_092 UT_101 teo uT MHP7448 0610 149 -6,73 acacuauaaauuuauaguguuuuuuauaaa

a_ 383 uT_101 teo uT MHP7448 0610 150 -5,9 gaaauaaaaaacacuauaaauuuauaguguuuuuuauaaaaa
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t_306
w_200
a 382
t_305
t 307
w_201
wf_215
w_202
w_203
w_093
a 391
a_392
w_204
t 310
wf_515
wf_513
w_094
w_206
w_210
w_209
w_208
w_207
w_095
w_096
w_097
w_098
w_211

UT_101
UT_102
UT_102
UT_102
UT_102
UT_102
UT_103
mC_31
mC_32
UT_105
UT_105
UT_106
UT_106
UT_106
mC_33
mC_33
UT_107
UT_108
UT_108
UT_108
UT_108
UT_108
UT_109
UT_109
UT_109
UT_109
UT_110

uT
uT
uT
uT
int.
int.
uT
mC
mC
uT
uT
int.
int.
int.
mC
mC
uT
uT
int.
int.
int.
int.
uT
uT
uT
uT
uT

MHP7448_0610
MHP7448 0611
MHP7448 0611
MHP7448_0611
rplL
rplL
MHP7448_0621
dam
MHP7448_0626
MHP7448 0628
MHP7448 0628
MHP7448_0630
MHP7448_0630
MHP7448_ 0630
gcp
gcp
MHP7448 0634
nusG
romG
romG
romG
romG
MHP7448_0649
MHP7448 0649
MHP7448_ 0649
MHP7448_0649
MHP7448 t30

150
163
164
164
41
96
198
195
90
109
110
23
23
24
111
190
214
80
72
105
182
200

23
43
87
20

-7,1
-6,64
-5,9
-7,1
-5,1
-5,83
-3,11
-4,69
-4,59
-8,35
-7,9
-7,8
-7,46
-7,6
-1,37
-4,36
-4,89
-4,68
-4,98
-6,84
-5,48
-6,18
-6,55
-4,6
-11,47
-8,16
-8,18

cuuagaaauaaaaaacacuauaaauuuauaguguuuuuuauaaaaaua
acacuauaaauuuauaguguuuuuuauuuc
uuuauaaaaaacacuauaaauuuauaguguuuuuuauuucua
uauuuuuauaaaaaacacuauaaauuuauaguguuuuuuauuucuaag
aauuaaaauucaaaaagguguuuuaaacaccguuuuuguuuauuuuu
ccaauaaaauuuuucuuuaauuuuuuuggauuaaauuau
gcuuuuucugcuaaagcuuuaaaucuu
uggggaagauuauauuuuccauauaaacccu
cacuuugaugagauaauuuuaaaaaaguguccgguuuuc
agcggucuugcgaucgccauuuucaaagecguuuggauaaacu
caggaaacaaagcggucuugcgaucgccauuuucaaagcecg
uuuuuaaaaagacacacuuuugaguguguuuuuuuauuuuuu
acacacuuuugaguguguuuuuuuauuu
aauuuuuuaaaaagacacacuuuugaguguguuuuuuuauuuuuuu
uggcgaauuugcugguaauagucaauucuuuuuu
gcaaaaaucagguauaaauucuguuugcaaaguuaaaa
cuguuuuuugaaaagaaacagcaauuucaac
ucacuuuuuagugaauaugaauau
ucgucuuuuuauaaaggaaaugaaaagagugaaauggccuag
auggccuagcggccguguuaccuuua
uugcaguuacgguuauugcggcacuuauuug
cggcacuuauuuggaaucaggcuggcgucggaauuuaaaa
aucccuaaaaaagggauuuuccaaaau
uuccaaaauaauuugauauggugggaacgaauggga
gugggaacgaaugggaucgaaccaucgaccucacgauuaucagu
cgugugcucuaaccaucugagcuacgcucccauaaa
aucccuuuuuuagggauuuuuuuauuu
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t 313
t 314
t 315
w_212
w_099
a 411
t 318
w_100
t 319
t 320
w_101
a_414
t 323
a 413
w_213
t 324
w_214
t 325
t 326
w_102
a_425
t 327
w_103
w_218
a_426
w_217
t 328

UT_110
UT_110
UT_110
UT_110
UT 111
UT_ 111
UT_111
UT_111
UT_ 111
UT 111
UT_ 111
UT_ 111
UT 111
UT_112
UT_112
UT 112
UT_112
UT_113
UT_113
UT_113
UT_113
UT_113
UT_113
UT_114
UT_114
UT_114
UT_114

uT
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
int.
uT
uT
uT
uT
uT
int.
uT
uT
uT
uT
uT
uT
uT
uT
uT
uT

MHP7448_t30
ksgA
ksgA
ksgA

MHP7448 0656
MHP7448_0656
MHP7448_0656
MHP7448 0656
MHP7448_0656
MHP7448 0656
MHP7448 0656
MHP7448_0661
MHP7448 0661
MHP7448_ 0662
MHP7448_0662
MHP7448 0662
MHP7448_ 0663
MHP7448 0665
MHP7448 0665
MHP7448_0665
MHP7448 0665
MHP7448_0665
MHP7448_0665
MHP7448 r2
MHP7448 r2
MHP7448_r2
MHP7448 r2

21
-12

54
27
28
29
49
51
52
82
376
377
55
56
57
86
36
38
43
44
45
62
65
167
185
186

-5,7
-11,6
-4,3
-6,46
-10,32
-8,9
7.4
-10,64
-8,2
11,7
-6,18
5,4
-5,2
7,6
-6,34
-5,2
-5,2
-10,4
-10,8
-11
-10,3
-6,7
-6,02
-14,92
12,7
-9,45
-4,7

aauuauuuuggaaaaucccuuuuuuagggauuuuuuuauuuucua
uuaaaaaaaauauuuuguuuuuuUaaaaaauauuguauaauuuugauaca
cuuuuauuuuaacaauauuuuuUaaaaaaaauauuuuguuuuuuuaaa
caaccaaaaauuugguugcuuauuuauu
aaccuaaacuuauuucaguuuagguuuuuauuuucu
aauuauaaaaaaccuaaacuuauuucaguuuagguuuuuauuuucuaa
uauaauuauaaaaaaccuaaacuuauuucaguuuagguuuuuauuuucuaau
gguuuuuauuuucuaauuucaaauuagaaaauaagacuuuuuuuagaa
uuauuucaguuuagguuuuuauuuucuaauuucaaauuagaaaauaagacuuuuuuuagaaaguc
uauuucaguuuagguuuuuauuuucuaauuucaaauuagaaaauaagacuuuuuuuagaaagu
agacuuuuuuuagaaagucuuauuaaaaug
aagcaaaaaaaacacuauuuuccauaguguuuuuuuauuuuuu
uuuaagcaaaaaaaacacuauuuuccauaguguuuuuuuauuuuuuu
aaaaauaaaaaaacacuauggaaaauaguguuuuuuuugcuuaaa
acacuauggaaaauaguguuuuuuuugcu
aaaaaaauaaaaaaacacuauggaaaauaguguuuuuuuugcuuaaa
accggauuuucggugacaucaauu
guguagaaaaccuggguauaaaacucagguuuuuuauauuuuuugccaaaaaa
aaacguauuuauguagaaaaccuggguauaaaacucagguuuuuuauauuuuuugccaaaa
aaccuggguauaaaacucagguuuuuuauauuu
uuauguagaaaaccuggguauaaaacucagguuuuuuauauuuuuu
uauuuauguagaaaaccuggguauaaaacucagguuuuuuauauuuuuu
gguuuuuuauauuuuuugccaaaaaacaaaaaaacccccuugagag
ugagggaguuguaguggccaccuuugggcucccucagaaaacaaaa
gauuuuucguaccuccuucgcucucaaggggguuuuuuuguuuuu
accuccuucgcucucaaggggguuuuuuuguuu
uugagauuuuucguaccuccuucgcucucaaggggguuuuuuuguuuuuug
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w_216 UT 114 te1 uT MHP7448 r2 204 -9,37 ggguuuuuuuguuuuuuggcaaaaaauauaaaaaaccugaguuuuaua
w_215 UT 114 teo uT MHP7448 r2 237 -8,5 aaccugaguuuuauacccagguuuucuacauaa
a_424 UuT 114 te2 uT MHP7448 r2 238 -6,7 aaauauaaaaaaccugaguuuuauacccagguuuucuacauaaaua
w_219 UT 114 te1 int. MHP7448 r3 236 -9,52 ugagggcucuaaagcucucaaaacaaaaaa
w_104 UT_115 te1 int. MHP7448 0666 7 -9,6 uuggggguuuuuuggcaaagaaaaaugaccaaaaagguaaaa
t 330 UT_115 te1 int. MHP7448 0666 205 -3,9 aaaacauaauuaaaauuaggaaaauuauguauuuuuuccuaauuuuuucuuuuuuuu
w_105 UT_115 te1 int. MHP7448 0666 206 -6,91 uaggaaaauuauguauuuuuuccuaauuuuuucuu
a 431 UT_115 te1 int. MHP7448 0671 74 -6,71 gacaaaaaaagggcuuuuuuaucgccccaaaacaaacaaaaaagccuuuuucaauuauu
t 332 UT_116 te1 uT MHP7448 0674 -44 -11,9 aaauuuuucaauuuuaauugaaaaauuugaauaaaaagcuuuacuuuuucucau
w_222 UT_116 tea uT MHP7448 0674 61 -4,68 ucacuuuuuagugaauaugaauau
a_437 UT_116 te1 int. rnpA 58 -6,2 caaaauaaaaaaaccuuuaaauuuaaagguuuuuuuaaguucuu
wf_069 UT_034 teo uT MHP7448 0235 29 -3,65 gaaguuaaguacuucuaauuuuuuu
wf_479 UT_094 teo uT MHP7448 0547 29 -0,21 cuagaaauuuuuaaaaaaaccuagauuuuuuuaa
wf_305 UT_035 te2 uT MHP7448 0237 68 -2,22 gaaguacuuaacuucuaauuuuucc
wf_070 UT_034 te1 uT MHP7448 0235 106 -4,38 ucacuuuuuagugaauaugaauau
wf_304 UT_035 te1 uT MHP7448 0237 127 -1,64 aguguccgguuucccgcgcuuuuuuaaguu
wf_227 uT 111 te3 uT MHP7448 0661 137 -3,36 cucugcuuaaagagcaauuggauu
wf 071 UT_034 te1 uT MHP7448 0235 149 -1,82 gguguuuuuugcccguaaaaccu
wf 193 mC 26 lc mC ktrB 191 -1,16 cuagguuuuuuuaaaaauuucuagauuguuuauu
1. Identificagdo do terminador de acordo com o programa utilizado para predicao. “a” para ARNold, “t” para TransTermHP, “w” para WebGesTer e “wf”
para WebGesTer fraco.
2. Unidade génica em que o terminador esta localizado
3. Contexto génico em que ocorre o terminador. “UT” para terminadores apés unidades transcricionais, “mC” para apds genes monocistronicos e “int”

para terminadores internos (ocorrem dentro das unidades de transcri¢cao)
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Apéndice 3. Terminadores localizados nas mCs de M. hyopneumoniae 7448

mC Gene TransTerm WebGesTer ARNold WebGesTer
HP fraco
MCras1 MHP7448_0016 Wf_233
MCa48 2 MHP7448_0017 Wf_004
MCo448 3 uvrC t_013 W_107
MCrusg 4 rbgA W_016
t 024
MC7448 5 MHP7448 0090 - a 054
t 025
w_018
MCr445 6 MHP7448 0094
w_019
MCrass 7 MHP7448_0095 wf_261
w_116
MC4458 CIpB t_028
w_117
MCras 9 MHP7448_0119 t 054 w 123  a 082
MC7445 10 MHP7448 0128 wf_039
, t 061
MCr11 lip2 w_129
t 063
MCrg4g 12 MHP7448 0200 t 094 w_139
Crass 13 tA wi_323
m m
7448 g wf 325
MCras 14 MHP7448_0279 t 129 w_151
MC445 15 pyrG W_053
MC445 16 MHP7448_0308 Wf_107
MCoa4g 17 MHP7448_0336 Wf_359
MC445 18 MHP7448_0337 W_058
w_157
MC448 19 MHP7448 0344 -
w_158
t 161
MCras5 20 MHP7448_0357 t 163 w 061  a 211
t 164
t 185
- w_168
MCoa4521 MHP7448_0390 t_186 -
t 188 w_169
MCr44g 22 MHP7448_0485 w_075
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w_079

MC448 23 MHP7448_0522 t 266 w_080 a_338
w_081
w_082
MCrasg 24 gyrA
w_083
MC448 25 ktrA wf 478
t 278
MC445 26 ktrB Wf_193
t 281
t 284
MCrass 27 MHP7448_ 0551 - w_085
t 286
MC445 28 pth'l a_353 Wf_491
MC445 29 nagA Wf_200
mMC445 30 pUlA Wf_204
MCoa48 31 dam W_202
MC44g 32 MHP7448 0626 w_203
o wf_513
m Cc
7448 gcp wf 515
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Apéndice 4. Terminadores localizados nas UTs de M. hyopneumoniae 7448

Terminador ao final da UT

Terminador interno

UTs

Transterm

WebGes
Ter

ARNold

WebGes
Ter fraco

Genes da UT

Transterm

WebGes
Ter

ARNold

uT 1

w_004

dnaA

dnaN

gidA
MHP7448_0004
MHP7448_0005
MHP7448_0006
MHP7448_0007

ftsY

MHP7448_0009
hrcA
grpE
argS
MHP7448_0013
fba
rluC

t 001

t 002

t 003
t 004
t_005

w_001

w_002

w_003

A_002

A_004

A_006

UT 2

A_009

wf_236

MHP7448_0018
MHP7448_0019
MHP7448_0020
MHP7448_0021
MHP7448_0022
MHP7448_0023
MHP7448_0024
MHP7448_0025

w_106

UT_3

w_005

A_018

sipS

gatC

gatA

gatB
MHP7448_0030

uT_4

wi_241

Isp
ileS
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parC
parE

UT_5

wf_008
wf_009

gap
MHP7448 0036

UT_6

wi_244

vacB
cls
recA

uT_ 7

wf_022

wf_023

licA
obgE
MHP7448_0042
MHP7448_0043
MHP7448_0044
dinP
MHP7448_0046
atpB
atpE
atpF
atpH
atpA-1
atpG

atpD

recuU
rpsB
tsf
ffh
glyS
dnaG
rpoD
MHP7448_0061
nfo
tyrS
MHP7448_0064
MHP7448_0065

t 009

t 011

w_006

w_007
w_008
w_009

w_010

UT_8

t_015

w_013

a_042

dnakK

dnaJ
cmk

t 014

w_011
w_012
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t_ 017

engA

himA
MHP7448_0072

lepA
MHP7448_0074

uT_9

t 016

w_108

w_109

a_040

a 041

fusA

rpsG

rpsL
MHP7448_0078
MHP7448_0079
MHP7448_0080

uT_10

t 020
t 021

w_014

MHP7448_0081
nox

uT_ 11

t 019

t 022

w_110

a 048

deoA
deoD
MHP7448_0085

secA

MHP7448_t1
MHP7448_t2
MHP7448_t3
MHP7448_t4
MHP7448_t5
MHP7448_t6
MHP7448_t7
MHP7448_t8
MHP7448_t9

w_111
w_112

w_113

a_050

a 051

uT_ 12

w_114

MHP7448_0088
MHP7448_0089

UT_13

w_115

uvrA
MHP7448 0092
MHP7448_0093

UT_ 14

t 029

MHP7448 10
tpx

Igt

w_020
w_021
w_022

a_057
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trxB
MHP7448 0099
MHP7448_0100

uT_15

tpiA
rpsO

rnpB

MHP7448_0105

t_030
t 032
t 033

w_023

a_066
a_068
a_070

UT_16

MHP7448_0106
MHP7448_0107

MHP7448_0108

gyrB

MHP7448 0110
pfkA
MHP7448 t11
MHP7448 t12

t 037
t 038

t_040
t 041
t 042
t 043

t_044

w_118
w_119

w_120

a_072

a_077

uT_ 17

t 047

w_026

w_027

w_028

a 081

MHP7448 0112
MHP7448 0113
apt
pdhA
pdhB

t 046

w_025

UT_18

t 053

w_029

a_083

MHP7448_0117
MHP7448_0118

UT_19

t 056

w_030

a_086

MHP7448_0120
MHP7448_0121

UT_20

t 055

t 057

w_124

a_085

romB
rplT

rpml

infC

pyk

MHP7448_0127

w_0125

w_0126
w_0127

95




uT 21

w_0128

MHP7448 0129
ung

uT 22

t 058
t 059
t 060
t 062

w_031

a_092

rplu
rpmA

UT_23

t 067

t 070

w_034

w_035

a_098

SCr
MHP7448_0135
MHP7448_0136

Idh

w_032
w_033

a_097

UT_24

w_036

MHP7448_0138
prfA
hemK
gltx
MHP7448_0142
MHP7448 0143
MHP7448_0144

t 071

t 073

UT_25

w_037

MHP7448_0145
MHP7448_0146
MHP7448_0147
MHP7448_0148

tig

UT_26

wf 287

MHP7448 0150
rpe
MHP7448_0152
gmk
MHP7448 0154
MHP7448_0155

era

cdd
MHP7448 0158
MHP7448_ 0159
MHP7448_0160

t 075
t 076

[UT 27| t 084

w_039 | a 115 |

deoB

t 078
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MHP7448 0162
tiyA
nifS
MHP7448 0165
rluB

t 082

w_038

uT_28

t 083

w_135

a_114

rplQ
rpoA
rpskK
rpsM
romd
infA
map
adk
secY
rplO
rpsk
rpIR
rplF
rpsH
rpsN
rplE
rplX
rpIN
rpsQ
romC
rplP
rpsC
rplv
rpsS
rplB
rplw
rplD
rplC
rpsJ

w_136

w_137

a 119

UT_29

t 092

w_041

a_129

MHP7448_0197

MHP7448_0198
MHP7448_0199

t 087
t 088
t 090

w_040

a_127
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UT_30

w_042

w_043

alaS
MHP7448 0202
MHP7448_0203

pth

MHP7448 0205

ftsH

lysS
MHP7448 0208

t 095

UT_ 31

w_140

trmE
MHP7448 0210

uT_32

t 101

w_045

w_046

a 151

a_152

MHP7448 0211
oppB-1
oppC-1

oppD
oppF-1

MHP7448_0216

MHP7448_0217

w_044

a 143

UT_33

wf_299

MHP7448_0219
MHP7448_0220
nrde
nrdl
nrdF

glyA

t 109

w_141
w_142

UT 34

t 111

wf_069

wf_070

wf_071

MHP7448 0225
iolC
iolB
MHP7448 0228
iolD
iolE
mgIA
MHP7448 0233
rbsB
MHP7448_0235

uT 35

t 113

t 116

wf_304

wf_305

MHP7448_0237
MHP7448_0238
MHP7448_0239

w_143
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MHP7448_0240

UT_36

wf_075

wf_076
wf_077
wf_078

secD

hisS

aspS
MHP7448_0244

rpsT

UT_37

wf 311

wf_312

MHP7448_0246
MHP7448_0247
MHP7448_0248

smf

w_144
w_145

a_166

UT_38

w_048

eno
serS
MHP7448 0252

t 118

UT_39

w_146

w_147

lip
IplA
MHP7448_0255

UT_40

a_169

wf_084

dnaX
MHP7448_0257
recR
tmk
MHP7448_0260
MHP7448_0261
hpt
chiO
MHP7448_0264
MHP7448_0265
lig
MHP7448_0267

w_049

uT 41

t 122

w_050

smpB
MHP7448_0270

UT_ 42

t 121

w_149
w_148
w_150

MHP7448_0271
MHP7448_0272
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UT_43

w_052

pheS
pheT

rpmF

MHP7448 t16
MHP7448 t17
MHP7448 118
MHP7448 t19
MHP7448 t20
truB
MHP7448_0277
MHP7448 0278

t 124
t 125
t 126

t 128

w_051

UT 44

wf_329

wf_330

pgsA
MHP7448_0282

topA

rplS

trmD

rpsP
MHP7448_0287

t 130

w_152

uT 45

a 178

MHP7448_0289
MHP7448_0290
MHP7448 0291
MHP7448_0292

w_054

UT 46

wf_335

wf_337

ychF

rpskR

ssb

rpsk
MHP7448 0297
MHP7448_0298

t 135

UT_47

w_055

w_056

MHP7448_0299
MHP7448_0300
MHP7448_ 0301
MHP7448_0302

ugpQ

a_182

UT_48

wf 340

MHP7448_0305
MHP7448_0306
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MHP7448_0307

UT_49

baiH

IplA-1
MHP7448 0311
MHP7448_0312

UT_50

w_057

a 191

MHP7448_0313
MHP7448_0314

MHP7448_0315

MHP7448_ 0316
MHP7448 0317
MHP7448 0318
MHP7448 0319
MHP7448 0320
MHP7448_ 0321

t 138
t 139

t 144

UT_51

w_154

MHP7448_0324
MHP7448_0325
MHP7448_0326
MHP7448_0327

UT_52

MHP7448_0328
MHP7448_0329
MHP7448_0330

UT_53

wf_355

wf_356

MHP7448_0331
MHP7448_0332

MHP7448_0333

t 145
t 146

w_155

UT 54

a_195

MHP7448_ 0334
MHP7448 0335

UT 55

wf_361

MHP7448 0338
MHP7448 0339
MHP7448_0340
MHP7448_ 0341
MHP7448 0342

w_156

| UT 56 |

w_059 |

MHP7448_0345
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MHP7448_0346
MHP7448_0347

UT_57

t 153

t 154

w_159

MHP7448_t21
MHP7448_t22
MHP7448_0348

MHP7448_0349

MHP7448_0350
MHP7448_0351

t 156
t 158

a_203

UT_58

t_160

w_060

a_ 207

MHP7448_ 0352
MHP7448 0353
hit

UT_59

w_160

a_206

MHP7448_0355
MHP7448_0356

UT_60

t 162

a_210

wf_375

glpF
glpK

UT_61

t 170

t 171

t 172

w_064

MHP7448 0360
MHP7448_ 0361
MHP7448 0362
MHP7448 0363
MHP7448 0364
MHP7448_ 0365
MHP7448 0366
MHP7448_0367
MHP7448_ 0368
MHP7448 0369
MHP7448 0370
MHP7448 0371

t 165

w_062

w_063

a_214

UT_62

t 173

w_161

w_162

w_163

MHP7448 0372
MHP7448 0373
sgaA
MHP7448 0375
ulaA
MHP7448_0377

MHP7448_0378

t 174

t 177
t 178
t 179
t 180

w_164

w_165

w_166

a_224
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UT_63

t 184

w_065

MHP7448_0379
MHP7448_0380
MHP7448_0381
MHP7448_0382
MHP7448_0383

t 181

UT_64

t 183

w_167

MHP7448_0384
proS
MHP7448 23
MHP7448_t24

UT_65

t 187

t 189

MHP7448_0387
MHP7448_0388
MHP7448_0389

UT_66

wf 136
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